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Uber Polysaccharide in Tuberkelbazillen. ') 
Von 


Hans du Mont und R. J. Anderson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Universitaét, New-Hafen, U.S. A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1932.) 


In einer Reihe von Abhandlungen?) aus diesem Laboratorium 
ist friiher tiber die Isolierung und Zusammensetzung von Poly- 
sacchariden, die sich aus den Phosphatid- und Wachsfraktionen 
verschiedener ‘Tuberkelbazillenarten gewinnen lieben, berichtet 
worden. Die gegenwirtige Abhandlung beschiiftigt sich mit der 
Isolierung und Zusammensetzung von Polysacchariden, die bei 
der Ather-Alkoholextraktion feuchter Bakterien im wiibrigen Riick- 
stand zu finden sind. Uber das Vorkommen eines derartigen 
Polysaccharids ist bereits kurz in der ersten Abhandlung dieser 
Reihe*) berichtet worden. 

Zur Untersuchung gelangten die wiBrigen Riickstiinde von 
der Extraktion menschlicher Tuberkelbakterien H37 und Vogel- 
tuberkelbakterien. Aus den zur Untersuchung gelangenden Lé- 
sungen wurden die Polysaccharide, nach Entfernung von Begleit- 
stoffen, mit basischem Bleiacetat ausgefiillt und aus dem Nieder- 
schlag durch Zerlegung mit Schwefelwasserstoff wiedergewonnen. 
Das Polysaccharid wurde in beiden Fillen als ein gelblich weibes, 
amorphes, hygroskopisches Pulver erhalten, das auch nach mehr- 
fachem Umfilllen mit Alkohol aus verdiinnter Essigsiiure noch 
einen Stickstoff-, Phosphor- und Aschegehalt aufwies. Das Poly- 
saccharid aus dem menschlichen Tuberkelbazillus reduziert kaum 
(1°/,, als Glykose berechnet), das aus dem Vogeltuberkelbazillus 
iiberhaupt nicht. Nach Hydrolyse mit Schwefelsiure tritt starke 





1) 29. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 

*) Z. B. 18. Abhandlung Diese Z. 191, 172 (1930); 20. Abhandlung 
J. of biol. Chem. §9, 611 (1930); 21. Abhandlung J. Amer. chem. Soc. 62, 5023 
(1930); 22. Abhandlung J. of. biol. Chem. 90, 33 (1931). 

8) J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). Ferner ist tiber derartige Poly- 
saccharidfraktionen in der Zwischenzeit berichtet worden von Marie Ma- 
xim, Biochem. Z. 225, 404 (1930) und von G. A. C. Gough, Biochemic. J. 
XXVI, 248 (1932). 
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Reduktion ein. Im Hydrolysat konnte bei beiden Polysacchariden 
d-Mannose als d-Mannosephenylhydrazon abgeschieden werden. 
Im Falle des menschlichen Tuberkelbazillus lieB sich als weiterer 
Zucker d-Arabinose als d-Arabinose-diphenylhydrazon nachweisen. 
In beiden Fiillen konnte auBerdem noch etwas Inosit aufgefunden 
werden. 

Durch Acetylierung') des Polysaccharids aus den Vogeltuber- 
kelbazillen*) wurde ein Produkt erhalten, das phosphorfrei war, 
nur Spuren von Stickstoff und wenig Asche enthielt. Der Acetyl- 
gehalt betrug 44°/,. Kine Molekulargewichtsbestimmung nach 
Rast ergab 910. Das durch Verseifung der Acetylverbindung 
mit Natriummethylat’) wiedergewonnene Polysaccharid besaB etwa 
2°/, Asche. Die Reduktionskraft des entacetylierten Polysaccha- 
rids betrug nach der Hydrolyse 66°/,. 

Die Analysenzahlen dieser Substanz wiirden auf einen 
trisaccharidartigen K6érper schlieBen lassen. Die Reduktionskraft 
von 66°/, weist auf die Anwesenheit zweier reduzierender Grup- 
pen neben einer nicht reduzierenden (2 Mole Mannose, 1 Mol Ino- 
sit) hin. Aus den Acetylbestimmungen kénnte auf die Anwesen- 
heit von neun Acetylgruppen in der Acetylverbindung geschlossen 
werden. fiir diese Auffassung wiirde auch der Wert der Mole- 
kulargewichtsbestimmung sprechen, wenn nicht der Wert der 
Molekulargewichtsbestimmung eines derartigen Acetylkérpers an 
sich anzweifelbar wiire. Hiernach kann das Vorliegen eines Trisaccha- 
rids als méglich, aber noch nicht als erwiesen erachtet werden. 

Bei serologischen Versuchen‘) verhielt sich das Polysaccharid 
des H37-Bazillus in der Pricipitinreaktion positiv, das des Vogel- 
bazillus negativ. 


Beschreibung der Versuche. 


Gewinnung der Polysaccharide. Zur Gewinnung des Ausgangs- 
materials aus den menschlichen Tuberkelbazillen wurde, wie aus- 





1) Uber eine Acetylierung derartiger Polysaccharide ist zum ersten- 
mal yon Gough, a.a. 0. berichtet. Die vorliegende Abhandlung war im 
September 1930 fertiggestellt; ihre Verdéffentlichung hat sich aus duBeren 
Griinden verziégert. 

*) Materialmangel hinderte die Durchfiihrung mit dem Polysaccharid 
aus den menschlichen Tuberkelbazillen. 

8) Nach Zemplén, Ber. chem. Ges. 59, 1258 (1926). 

4) Herrn Dr. M. Heidelberger, New-York, verdanken wir die 


Durchfiihrung dieser Versuche. 
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fihrlich in der ersten Abhandlung’) beschrieben, vorgegangen. 
Der Alkohol—Atherextrakt der feuchten Bakterien wurde konzen- 
triert, die Lipoide wurden mit Ather ausgeschiittelt und der 
wiBrige Anteil wurde nacheinander mit neutralem Bleiacetat, 
Quecksilberchlorid und Phosphorwolframsiure versetzt. Die Filtrate 
wurden jeweils vom Uberschu8 der Reagentien in iiblicher Weise 
befreit. Aus der so erhaltenen Liésung wurde das Polysaccharid 
mit basischem Bleiacetat und Ammoniak niedergeschlagen. Nach 
Behandeln des vom Ammoniak befreiten, in Wasser suspendierten 
Niederschlages mit Schwefelwasserstoft konnte das Polysaccharid aus 
der zum Sirup eingeengten Lésung durch Verreiben mit absolu- 
tem Alkohol als amorphes Pulver gewonnen werden. Die Isolie- 
rung des Ausgangsmaterials aus den Vogeltuberkelbazillen erfolgte 
nach der in der 10. Abhandlung’) beschriebenen Weise. Die 
Begleitstoffe wurden durch neutrales Bleiacetat niedergeschlagen; 
aus dem Filtrat wurde das Polysaccharid mit basischem Blei- 
acetat ausgefillt und dann weiter, wie oben beschrieben, behandelt. 
Zur weiteren Reinigung wurden die Rohprodukte aus konzen- 
trierter, wiBriger Lésung mit Alkohol umgefillt, darauf mehrmals 
in wenig Wasser gelést, mit Eisessig bis zur schwachen Triibung 
versetzt und durch EingieBen in absolutem Alkohol ausgefiillt. 
Die so gereinigten Produkte gaben im Mittel die folgenden Ana- 
lysenwerte: 

Polysaccharid aus menschlichen Tuberkelbazillen: 

C 37,34, H 5,72°, P 3,01°/, N 1,27°, Asche 11,9°/,. 

Polysaccharid aus Vogeltuberkelbazillen: 

C 40,28 °/, H_ 6,99°/, P Spur N 2,45°/, Asche 2°). 

Die verhiltnismiBig besseren Analysenwerte des Polysaccharids 
aus den Vogeltuberkelbazillen erkliren sich dadurch, daB bei diesem 
Priparat die Ausfaillung mit neutralem und basischem Bleiacetat 
wiederholt und das Rohprodukt noch hiufiger mit absolutem 
Alkohol umgefallt wurde. 

Hydrolyse der Polysaccharide. Je 2,0 g Polysaccharid wurden 
mit 200 ccm 1 n-H,SO, unter Riicktlu8 im siedenden Wasserbad 
erhitzt. In bestimmten Zeitabstiinden wurde die Reduktionskraft 
nach der Methode von Shaffer-Hartmann’‘) bestimmt. Das Maxi- 
mum der Reduktionskraft wurde nach 4—5 Stunden erreicht und 
betrug beim Polysaccharid aus den menschlichen Tuberkelbazillen 


') Anm. 3, S. 97. 
*) J. of biol. Chem. 85, 515 (1980). 
8) J. of biol. Chem. 45, 378 (1920/21). 
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54°/,, beim Polysaccharid aus den Vogeltuberkelbazillen 62°/, (als 
Glykose berechnet). Der Wert inderte sich in den nichsten Stun- 
den nur wenig. 

Isolierung der einzelnen Bestandteile der Polysaccharide. Das 
Hydrolysat wurde durch Baryt quantitativ von der Schwefelsiiure 
befreit, auf 20 ccm eingeengt und mit je einer Lésung von 1,5 g 
frisch destilliertem Phenylhydrazin in 2 cem 95°/,igem Alkohol 
versetzt. Uber Nacht schied sich ein Niederschlag von Mannose- 
phenylhydrazon ab; 0,13 g aus dem Polysaccharid aus mensch- 
lichen Tuberkelbazillen, 0,16 g aus dem Polysaccharid aus Vogel- 
tuberkelbazillen, Nach zweimaligem Umkristallisieren aus 60°/,igem 
Alkohol besa das Hydrazon den Schmelzp. 194—195° und 
zeigte einen Mischschmelzpunkt mit reinem Mannosephenylhydr- 
azon von 194°, 

Zur Entfernung des iiberschiissigen Phenylhydrazins wurde 
das Filtrat in beiden Fiillen mit 2 com Benzaldehyd geschiittelt. 
Nach 24 Stunden wurde das gebildete Benzaldehyd-phenylhydrazon 
abfiltriert und die Lésung nochmals mit Ather ausgeschiittelt. 
Der wiiBrige Teil wurde auf 5 ccm konzentriert und mit je 1 g 
frisch dargestelltem Diphenylhydrazin und 15 ccm Alkohol versetzt. 

Nur bei der Zuckerlésung aus den menschlichen uberkel- 
bazillen entstand ein Niederschlag (0,15 g) von d-Arabinose-diphenyl- 
hydrazon, der nach 24 Stunden abfiltriert wurde. Der Schmelz- 
punkt war, nach Umkristallisation aus 95°/,igem Alkohol, 198°. 
Der Mischschmelzpunkt mit d-Arabinose-diphenylhydrazon war 
sleichfalls 198°, mit l-Arabinose-diphenylhydrazon 188°. 

Weder mit d-Methyl-phenylhydrazin noch mit p-Nitro-phenyl- 
hydrazin konnten unter den zur Hydrazonbildung giinstigen Be- 
dingungen?) Niederschliige erhalten werden. Die im UberschuB 
zugesetzten Reagentien wurden jeweils durch Behandlung mit Benz- 
aldehyd in analoger Weise, wie oben, entfernt. 

Der nach der Entfernung der zugefiigten Hydrazine erhaltene 
Riickstand wurde mit je etwa 20°/ iger Salzsiiture mehrere Stunden 
unter RiickfluB erhitzt und nach Klirung mit Noritkohle ein- 
vedampft. Beim Verreiben des erhaltenen Sirups mit Methyl- 
alkohol bildete sich ein heller, fester Riickstand, der sich als Inosit 
erwies (0,1 g aus dem Polysaccharid aus menschlichen Tuberkel- 
baziilen, 0,2 g¢ aus dem Polysaccharid aus Vogeltuberkelbazillen). 


') Nach van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und 
Bestimmung der Monosaccharide und Aldehydsiuren. Berlin 1920. 
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Der Kérper besaf, aus wiiBrigem Alkohol unter Zusatz von Ather 
umkrystallisiert, einen Schmelzpunkt von 218°. Mischschmelz- 
punkt war gleichfalls 218°. Die Substanz gab deutlich die Scherer- 
sche Reaktion auf Inosit. 

Acetylierung des Polysaccharids aus den Vogeltuberkelbazillen. 
1,0 g Polysaccharid wurde mit Pyridin und KEssigsiiureanhydrid 
unter Eiskiihlung zur Einwirkung gebracht. Da nach 24 Stunden 
nur geringe Lésung eingetreten war, wurde das Gemisch fiir eine 
Stunde auf 50° erwirmt. Nach weiterem Stehenlassen fiir 20 Stun- 
den unter zeitweisem Schiitteln wurde die Lésung in Eiswasser 
gegossen. Es fiel ein etwas sirupéser, flockiger Niederschlag aus, 
der nach mehrstiindigem Stehen abfiltriert wurde. 1,2 g eines 
hellgelben Produktes wurden erhalten. Die Substanz ist sehr lés- 
lich in Methyl-, Athylalkohol, Aceton, Chloroform, Kisessig, Essig- 
ester, Pyridin und Benzol, unléslich in Wasser und Petroliither. 
Sie sintert bei 105°, schmilzt bei 110—118°. Nach Umfillung 
aus Aceton- oder methylalkoholischer Lésung mit Wasser zeigt 
sie einen Schmelzpunkt von 118—120°. 

4,708 mg Subst.: 8,50 mg CO,, 2,55 mg H,O und 0,03 mg Riickstand: 

C 49,24 H 6,06. 


5,188 mg Subst.: 9,34 mg CO,, 2,80 mg H,O und 0,03 mg Riickstand: 
C 49,10 H 6,04, Asche etwa 0,6°/,. 


6,035 mg gaben keinen Niederschlag mit Ammoniummolybdat; 5,395 mg 
gaben etwa 0,03 cem Ny. N: Spur. 

Zur Acetylbestimmung wurde die Substanz in bekannter Weise 
mit Phosphorsiure erhitzt und die iibergegangene Kssigsiiure 
titriert. Da das Acetylprodukt von Siiuren nur schwer angegriffen 
wird, wurde die Substanz vor dem Zusatz der Phosphorsiiure mit 
Kaliumhydroxyd unter Erwiirmen in Lésung gebracht. 


0,0896 g verbrauchten 9,23 ecem 10 n-KOH, Acetyl = 44,3°/, 


0,0998 g ” 10,20 ,, ” ” = 43,9°/, 
0,0983 g ” 10,21 ,, ” ” = 44,7°/). 
Berechnet fiir ein Trisaccharid mit 9 Acetylgruppen (C,,H,,0,,) Acety] 
= 43,8. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,0113 g Acetylprodukt 
gaben in 0,0331 g Campher (Schmelzp. 177°) einen Schmelzpunkt von 162°. 
M = 910. 

Verseifung des Acetylproduktes. 1,9 g¢ des Acetylkérpers wurden 
in 20 cem trockenem Chloroform gelést und bei — 20° mit 10 ccm 
Natriummethylatlésung (2 g Natrium in 100 ccm absolutem Methyl- 
alkohol) versetzt. Zur gallertartigen Mischung wurden nach 1 Stunde 
20 ccm eiskalte 20°/,ige Essigsiiure und dann 40 ccm Eiswasser 
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gegeben. Der beim Eindampfen der wiBrigen Lésung erhaltene 
Sirup wurde mit absolutem Alkohol zu einem Pulver verrieben 
und diese Substanz in analoger Weise wie das Rohpolysaccharid 
umgefiillt. 

4,353 mg Subst.: 6,72 mg CO,, 2,57mg H,O und 0,098 mg Asche: 

C 42,1 H 6,60, Asche 2,25°/,. 
3,715 mg Subst.: 5,69 mg CO,, 2,32 mg H,O und 0,078 mg Asche: 
C 41,8 H 6,99, Asche 2,10°/,. 

Unter der Annahme, da8 als Verunreinigung nur Natriumacetat in 
Betracht kommt, 14Bt sich aus dem Aschegehalt eine Korrektur fiir das 
Analysenresultat errechnen. Da aus zwei Molekiilen Natriumacetat bei der 
Verbrennung ein Molekiil Natriumearbonat und je drei Molekiile Wasser 
und Kohlensiiure entstehen, sind fiir 1,000 Teile Asche von der Substanz 


1,547 Teile, sowie vom Wasser- und Kohlensiiurewert 0,509 bzw. 1,245 Teile 
abzuziehen. Korrigiert C 42,9, 42,4 H 6,71, 7,10. Berechnet als Trisaccharid 


C,,H,,0,, C 42,8 H 6,40. 

In einer anderen Probe wurde die Verseifung mit Kalium- 
methylat durchgefiihrt. Bei der Hydrolyse dieses Kérpers wurde 
eine maximale Reduktionskraft von 66°/, gemessen. 

Es sei uns an dieser Stelle gestattet, Herrn Prof. Hans 
Thatcher Clarke, Columbia Universitit, New-York, fiir das 
Ausfiithrenlassen der Mikroanalysen in seinem Laboratorium zu 
danken. Wir sind ferner den Mulford Biological Laboratories, 
Sharp and Dohme, Philadelphia, fiir das A. Homer Smith 
fellowship zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Polysaccharide aus menschlichen Tuberkelbazillen und Vogel- 
tuberkelbazillen wurden unter Verwendung der basischen Blei- 
acetatmethode isoliert. 

Als Komponenten vom ersten Polysaccharid wurden Man- 
nose, d-Arabinose und Inosit gefunden, vom zweiten Mannose 


und Inosit. 

Durch Acetylierung des Polysaccharids aus den Vogeltuberkel- 
bazillen und durch Verseifung des Acetylproduktes wurde eine 
weitgehende Kntfernung von phosphor- und _ stickstoffhaltigen 
Stoffen aus dem Polysaccharid erzielt. Fiir das so gereinigte Poly- 
saccharid wird das Vorliegen eines trisaccharidartigen Komplexes 


diskutiert. 
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Von 


St. Ludewig*) und R. J. Anderson. 


(Aus dem chemischen Institut der Yale Universitat, New-Haven, U. 8. A.). 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1932.) 


In der vorhergehenden Abhandlung*) dieser Reihe wurde iiber 
Polysaccharide aus menschlichen und Vogeltuberkelbazillen be- 
richtet, die bei der Alkohol—Atherextraktion feuchter Bakterien im 
wiBrigen Riickstand zu finden sind. In der vorliegenden Ab- 
handlung werden weitere Untersuchungen iiber derartige Poly- 
saccharidfraktionen aus menschlichen Tuberkelbazillen beschrieben. 
Das Polysaccharid wurde aus der zur Untersuchung gelangenden 
Lésung mit basischem Bleiacetat und Ammoniak ausgefillt, nach- 
dem zuvor Begleitstoffe durch Behandlung mit neutralem Bleiacetat 
entfernt waren. Nach Zerlegung des basischen Bleikomplexes 
resultierte ein Polysaccharid, das noch betriichtliche Mengen Stick- 
stoff, Phosphor und Asche enthielt. Aus diesem Rohprodukt wurde 
nach Zugabe von basischem Bleiacetat und Abtrennung des ge- 
bildeten Niederschlags (I), durch Zusatz von Ammoniak eine Poly- 
saccharidfraktion (Niederschlag II), ausgefillt, die sich nach Zer- 
legung als bedeutend reiner erwies. Aus dem so erhaltenen 
Polysaccharid konnte ein gelblich weiBes, amorphes Acetylderivat 
erhalten werden, das phosphorfrei war, nur Spuren von Stickstoff 
und 1%, Asche enthielt. Durch Verseifung des Acetylkérpers mit 
Barytlésung wurde ein Polysaccharid III erhalten, das keinen 
Phosphor aufwies, 0,7°/, Stickstoff und 4°/, Asche besaB. Es rea- 
gierte auf Lackmus in 0,5°/,iger Lésung neutral. Die Reduktion 
des Polysaccharids betrug etwa 1°/,, nach Hydrolyse etwa 65°/, 
(als Glykose berechnet). 

Im Hydrolysat wurde Mannose (27°/,), d-Arabinose und Gly- 
kose (zusammen 33°/,) gefunden, auBerdem konnte noch Inosit 
in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden. Das Vorkommen 





1) 30. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 29. Ab- 
handlung, Dieser Band S. 97. 

2) Sterling Research fellow fiir das Jahr 1931/32. 

8) Dieser Band S. 97. 
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von Mannose, d-Arabinose und Inosit in Tuberkelbazillen ist hiufig ) 
nachgewiesen worden, die Gegenwart von Glykose ist friiher ver- 
mutet?) worden; der Zucker war bisher aber noch nicht eindeutig 
identifiziert. 

Die tatsiichlich erhaltene Menge reduzierender Zucker (60 °/,) 
stimmt mit der durch Titration angezeigten (65°/,) befriedigend 
iiberein. Die geringe Menge Inosit liBt vermuten, daB dieser Kérper 
nicht der einzige Konstituent im nicht reduzierenden Anteil der 
Polysaccharidfraktion ist. Es ist auch méglich, daB Inosit iiber- 
haupt nicht im Polysaccharidkomplex ist, sondern nur als ein unter 
den Versuchsbedingungen nicht zu entfernender Begleitstoff vor- 
handen ist. 

Die Analysenwerte des Polysaccharids III stimmen nicht gut 
fiir einen lediglich aus Zuckern und Inosit bestehenden Poly- 
saccharidkomplex; der gefundene héhere Sauerstoffwert deutet 
vielleicht auf das Vorhandensein einer Siiure hin. 

Die Polysaccharidfraktionen, gewonnen aus Niederschlag I 
und I], wurden serologisch bei Verdiinnungen yon 1: 400000 voll- 
stiindig inaktiv gefunden.?) Dies ist insofern bemerkenswert als 
die in der vorigen Abhandlung dieser Reihe beschriebene Poly- 
saccharidfraktion aus menschlichen Tuberkelbazillen positive Prii- 
zipitinreaktion gab. Da die Bakterienkulturen viele Monate alt 
waren und die Alkohol—Atherextrakte eine lingere Zeit gestanden 
hatten, riihrt jedoch méglicherweise der negative Ausfall der 
Priizipitinreaktion von Veriainderungen des Polysaccharids her. 


Experimenteller Teil. 


Isolierung der Polysaccharidfraktionen. Das Ausgangsmaterial 
wurde aus dem Ather—Alkoholextrakt der feuchten Bakterien er- 
halten.*) Dieser Extrakt wurde konzentriert und mit Ather aus- 
geschiittelt. Der wiBrige Anteil — 20 Liter — wurde mit einem 
geringen UberschuB von neutralem Bleiacetat versetzt. Das stark 
schiiumende Filtrat wurde im Vakuum auf etwa 400 ccm ein- 
redampft und mit iiberschiissigen basischem Bleiacetat und Am- 


1) Z.B. E. Chargaff u. R.J. Anderson, Diese Z. 191, 172 (1930). 

2) R. J. Anderson u. E. Gilman Roberts, J. of biol. Chem. 89, 615 
(1930). 

8) Wir haben Herrn Dr. Mich. Heidelberger, Columbia University, 
New-York, N. Y. fiir die Ausfiithrung dieser Versuche zu danken. 

‘) Vgl. hierzu R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 
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moniak versetzt. Nach 12 Stunden wurde der Niederschlag ab- 
zentrifugiert, ausgewaschen und vom Ammoniak durch Stehenlassen 
im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiiure befreit. Das in Wasser 
suspendierte Bleisalz wurde durch Behandlung mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Die nach Entfernung des Bleisulfids erhaltene 
Polysaccharidlésung wurde eingedampft und der gewonnene Sirup 
mit absolutem Alkohol verrieben, bis er in Form eines gelblich 
weiBen, amorphen Pulvers vorlag. Ausbeute 10,8 g. 

Das rohe Polysaccharid wurde in wenig Wasser gelist, mit 
Ammoniak neutralisiert und mit basischem Bleiacetat im Uher- 
schuB versetzt. Der Niederschlag (1) wurde abzentrifugiert, 1 mal 
mit ammoniakalischem Wasser gewaschen und dann weiter wie 
oben behandelt. Ausbeute 1,8 g Polysaccharid. Die Analyse ergab 
4,33°/, N, 1,24°/, P und 6,40°/, Asche. 

Zu dem Filtrat vom Niederschlag | wurde Ammoniak gegeben 
und der entstandene Niederschlag II, wie oben angegeben, auf- 
gearbeitet. Ausbeute 4,1 g Polysaccharid. Die Analyse ergab 
2,30°/, N, 0,54°/, P und 1,17°/, Asche. 

Beide Polysaccharidfraktionen gaben nach Hydrolyse starke 
Kupferreduktion. 

Acetylierung des Polysaccharids. 3,! g Volysaccharid, aus 
Niederschlag If gewonnen, wurden mit 253 cem Pyridin und 
117 ccm Kssigsiiureanhydrid versetzt. Die Mischung wurde ge- 
kiithlt und hiufig umgeschiittelt. Nach 48 Stunden war alles in 
Lésung gegangen. Beim EingieBen in EKiswasser fiel das Acetyl- 
produkt aus, das abfiltriert wurde. Ausbeute 1,6 g. Nach Um- 
fiillen aus Acetonlésung mit Wasser 1,3 g. Das Acetylprodukt 


sintert bei 81—82° und schmilzt unscharf bei 85—86°. 


Analyse: 3,406 mg Subst.: 6,105 mg CO,, 1,86 mg H,O, 0,045 mg Riick- 
stand. 49,55°/, C; 6,19°/, H (auf aschefreie Substanz berechnet); 1,32°/, 
Asche. — 5,015 mg Subst. gaben etwa 0,02 ccm N, (27°, 761 mm) N = etwa 
0,4 °/,. — 4,320 mg Subst. gaben keinen Niederschlag mit Ammoniummolybdat. 


Der Acetylgehalt betrug 49,3°/, (vgl. unter Verseifung). 


Spezifische Drehung in Methylalkohol: 
0,23-100 _ 


— ‘it 0 
(aly = + 10,859 + 64°, 


Die Acetylierung des Polysaccharids, gewonnen aus Nieder- 
schlag I, fiihrte zu einem dunklen graubraunen Produkt in sehr 
schlechter Ausbeute. Eine Weiterverarbeitung dieses Kérpers er- 
schien nicht lohnend. 
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Verseifung des Acetylkérpers. 1,391 g¢ des einmal umgefiallten 
Acetylproduktes wurden mit 151,05 ccm */, n-Barytlésung 18 Stun- 
den geschiittelt. Nach dieser Zeit war alles in Lésung gegangen. 
Zur Neutralisierung waren 71,43 ccm '/, n-Schwefelsiure erforderlich, 
woraus sich ein Acetylgehalt von 49,3°/, errechnet. (Ob das 
Polysaccharid selbst Lauge verbraucht, wurde nicht festgestellt.) 
Das Barium wurde durch weitere Zugabe von Schwefelsiure 
quantitativ entfernt und die erhaltene Polysaccharidlésung (0,722 g) 
zur Hydrolyse verwandt. 

Kine andere, in derselben Weise erhaltene Probe wurde ver- 
dampft und der erhaltene Sirup mit absolutem Alkohol zu einem 
weiBen amorphen Pulver verrieben. Zur Analyse wurde aus wib- 
riger Lisung mit Alkohol umgefillt. 


5,071 mg Subst.: 7,580 mg CO,, 2,810 mg H,O, 0,201 mg Riickstand. 
42,46°/, C, 6,46°/, H (auf aschefreie Substanz berechnet), 3,96°/, Asche. 
(Fiir C,H,,0O, ber. C 44,42°/,, H 6,22°/,). — 2,771 mg Subst. gaben Spuren 
Stickstoff. — 5,860 mg gaben keinen Niederschlag mit Ammoniummolybdat. 


Spezifische Drehung in Wasser: 
ot = + 28H ane 

Hydrolyse des verseiften Polysaccharids. Die oben erwihnte 
Poly saccharidlésung, enthaltend 0,722 g Substanz, wurde 7 Stunden 
lang im Wasserbad mit 126 ccm 1 n- H1,80, erhitzt. Nach dieser 
Zeit war die bis dahin stiindig gestiegene Reduktionskraft an- 
nihernd konstant und betrug 66°/,. Die Bestimmung der Reduk- 
tionskraft erfolgte nach der Methode von Shaffer-Hartmann.}) 

Isolierung von d-Mannose als Mannose-phenylhydrazon. Nach 
quantitativer Entfernung der Schwefelsiiure durch Baryt wurde 
die hydrolysierte Lésung auf ein Volumen von 15 ccm eingedampft 
und mit 0,98 g frisch destilliertem Phenylhydrazin versetzt. Nach 
einer halben Stunde begann die Ausscheidung von krystallinischem 
Mannose-phenylhydrazon, das nach 24 Stunden abfiltriert wurde. 
Ausbeute: 0,275 g; berechnet als Mannose 0,183 g, entsprechend 
27°/, des zur Isolierung der Zucker verwandten Polysaccharids 
(0,68 g). Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 60°/,igem Al- 
kohol schmolz das Mannose-phenylhydrazon bei 195% Der 
Schmelzpunkt blieb nach Mischen mit Mannose-phenylhydrazon, 
das aus d-Mannose hergestellt war, unverindert. 


!) J. of biol. Chem. 45, 378 (1920/21). 
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Isolierung von d-Arabinose und d-Glykose als Benzylphenylhydr- 
azone. Das Filtrat vom Mannose-phenylhydrazonniederschlag 
wurde 24 Stunden mit Benzaldehyd geschiittelt, um den Uber- 
schuB von Phenylhydrazin zu entfernen und etwa gebildete wasser- 
lésliche Hydrazone zu zerstiéren. Das gebildete Benzaldehyd- 
phenylhydrazon wurde abfiltriert und das Filtrat mehrere Male 
mit Ather ausgeschiittelt. Der wiBrige Anteil gab mit Orcinreagens 
eine positive Reaktion auf Pentosen. Er wurde eingedampft, in 
14 ccm 75°/,igem Alkohol gelést und mit 0,9 g frisch aus dem Chlor- 
hydrat hergestelltem Benzyl-phenylhydrazin versetzt. Die Mischung 
wurde schwach erwirmt, nach einiger Zeit abgekiihlt und spiiter 
wiederum fiir einige Minuten auf 65° erwirmt, ohne daf sich ein 
Niederschlag bildete. Nach 80 Stunden wurde die Lésung mit 
d-Arabinose-benzylphenylhydrazon angeimpft und abgekiihlt. Der 
nun gebildete Niederschlag wurde nach weiteren 12 Stunden ab- 
filtriert, mit 75°/,igem Alkohol und Ather gewaschen. 0,350 g 
Hydrazon wurden erhalten. 

Das Filtrat vom Hydrazonniederschlag wurde zusammen mit 
den Waschfliissigkeiten verdampft. Nach Behandlung des erhal- 
tenen Sirups mit Wasser wurde ein weiterer, krystallinischer 
Niederschlag erhalten, der nach 12 Stunden abfiltriert wurde. 
Ausbeute 0,132 g. 

Es wurde vermutet, daB der erste Niederschlag aus d-Ara- 
binosebenzylphenylhydrazon und der zweite Niederschlag aus 
d-Galaktose-benzylphenylhydrazon besteht. Nach 3 maligem Um- 
krystallisieren aus 75°/,igem Alkohol schmolz jedoch der erste 
Niederschlag noch 10° niedriger als reines d-Arabinose-benzyl- 
phenylhydrazon. ') 

Der zweite Niederschlag wurde in 5 ccm 75°/,igem Alkohol 
gelést. Nach Verdiinnen der Lésung bis auf einen Gehalt von 
30°/, Alkohol wurde iiber Nacht ein krystallinischer Niederschlag 
erhalten, der ungefihr 2° héher schmoilz, als ein hergestelltes 
Vergleichspriiparat von d-Galaktose-benzylphenylhydrazon. Der 
Mischschmelzpunkt war ungefiihr 10° tiefer. 

Zur weiteren Reinigung wurden die umkrystallisierten Ben- 
zylphenylhydrazone sowie die gesammelten eingedampften Mutter- 
laugen in 9 com 75°/,igem Alkohol mit 0,6 g Benzaldehyd 5 Stun- 
den diene unter Riickflu8 gekocht. Nach weiterem 12 stiindigem 


1) Priiparat aus dem Polysaccharid der Wachsfraktion der Tuberkel- 
bazillen, E. G. Roberts und R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 90, 33 (1931). 
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Stehen wurde das ausgefallene Benzaldehyd-benzylphenylhydrazon 
abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat und die 
Waschwasser wurden verdampft, der Riickstand in Wasser gelist 
und 8 mal mit Ather ausgeschiittelt. Der wiiBrige Anteil wurde 
wiederum eingedampft, in 5 ccm 75°/, igem Alkohol aufgenommen 
und mit 0,4 g frisch dargestelltem Benzylphenylhydrazin leicht 
erwirmt, bis alles in Lésung gegangen war. 

Nach 22 Stunden begann sich ein Niederschlag von d-Ara- 
binose-benzylphenylhydrazon zu bilden, der nach weiteren drei 
Stunden abfiltriert und mit 75°/,igem Alkohol und Ather nach- 
gewaschen wurde. Ausbeute 18 mg. Schmelzp. 173% Keine 
Depression in einer Mischprobe mit bekanntem d-Arabinose-ben- 
zylphenylhydrazon. }) | 

Vom Filtrat des d-Arabinose-benzylphenylhydrazon-Nieder- 
schlages wurde im Verlauf von 48 Stunden ein weiterer Nieder- 
schlag erhalten, der abfiltriert wurde. Ausbeute 26 mg. Das 
Filtrat von diesem Niederschlag wurde eingedampft und der 
erhaltene Sirup mit heiBem, absolutem Alkohol aufgenommen. 
Aus der mehr und mehr konzentrierten Liésung wurden jeweils 


gebildete Niederschlige — 386 mg, 23 mg und 62 mg — ab- 
filtriert. 


Diese drei Niederschliige sowie der obige Niederschlag von 
26mg gaben mit Orcinreagens keine Pentosenreaktion. Sie schmol- 
zen, aus 75°/,igem Alkohol umkrystallisiert, bei 158—160°, etwas 
héher als ein aus d-Galaktose hergestelltes Galaktose-benzylphenyl- 
hydrazon. (emischt mit dieser Substanz gaben sie eine Depres- 
sion von 10°. 

Die vereinigten vier umkrystallisierten Niederschliige wurden nun in 
Pyridin gelést und ihre spezifische Drehung bestimmt. 14,3 mg Subst. in 

° 7 7 
3,2 cem Pyridin. 1= 1. a@(Anfangswert) = — 0,21; [a] (Anfangswert) = 
— 47° a(Endwert) = — 0,22; [a[Z” (Endwert) = — 49,2°. 

Hieraus ergibt sich, daB die Niederschlige d-Glykose-benzyl- 
phenylhydrazon waren und nicht d-Galaktose-benzylphenylhydr- 
azon, 


Die Drehung von d-Galaktose-benzylphenylhydrazon?) in Pyridin be- 
triigt: [a], = — 14,3°(C = 4,5; keine Mutarotation). Die Drehung von d-Gly- 


') a. a. O. S. 107. 
%) Hoffmann, Liebigs Ann. 366, 292 (1909). 
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kose-benzylphenylhydrazon') in Pyridin: [«},, (Anfangswert) = — 46,33°; [a], 
(Endwert) = — 48,26°. 


Aus den vereinigten, eingedampften Mutterlaugen der obigen 
vier Niederschlige wurde durch Umkrystallisation aus 75°/,igem 
Alkohol eine weitere Menge Glykose-benzylphenylhydrazon gewon- 
nen. Das Hydrazon schmolz bei 164° und gab nach Vermischen 
mit aus Glykose hergestelltem d-Glykose-benzylphenylhydrazon 
keine Depression. 

Da 18 mg d-Arabinose-benzylphenylhydrazon und insgesamt 
174 mg d-Glykose-benzylphenylhydrazon erhalten wurden, kann 
gefolgert werden, daB in dem Rohgemisch der Benzylphenylhydr- 
azone anniihernd 0,054 g d-Arabinose-phenylhydrazon und 0,428 g 
d-Glykose-benzylphenylhydrazon vorhanden waren. Dieses wiirde 
3°/, d-Arabinose und 30°/, Glykose im Polysaccharid entsprechen. 


Isolierung von Inosit. Das Filtrat vom Niederschlag der rohen 
Benzylphenylhydrazone wurde zwei Tage mit Benzaldehyd ge- 
schiittelt, ohne daB sich ein Niederschlag bildete. Der Benzalde- 
hyd wurde darauf mit Ather ausgeschiittelt. Von der wiiBrigen 
Liésung wurde durch Verdampfen ein Sirup — 0,18 g — erhalten, 
der deutlich die Schererreaktion auf Inosit gab. 

Zur Isolierung des Inosits wurde der Sirup in Wasser ge- 
list, die Lésung mit Alkohol bis zur deutlichen Niederschlags- 
bildung versetzt, vom amorphen Niederschlag abfiltriert und zum 
Filtrat nochmals Alkohol, etwas verdiinnte Essigsiiure und Ather 
gegeben. Nach einigen Tagen hatten sich zu sternformigen Aggre- 
gaten vereinigte Krystalle an den Wandungen des GetiiBes abge- 
setzt. Die abfiltrierte Substanz — 10 mg — gab positive Scherer- 
reaktion und diirfte demnach Inosit sein. 

Vom Filtrat wurde durch Eindampfen ein Sirup — 84 mg — 
erhalten, der sauer reagierte. Nach Filtration von erneut ab- 
geschiedenen, amorphen Substanzen ergab eine ‘Titration mit 
‘/,u-Barytlésung emen Verbrauch yon 0,62 ccm. Von _ weiterer 
Priifung der Substanz wurde wegen der geringen Menge Abstand 
genommen. 


1) Liebigs Ann. 366, 285 (1909). A. Hoffmann findet dort fiir das 
d-Glykose-benzylphenylhydrazon den Schmelzp. 163—164° bzw. 157—158°, 
je nachdem es aus alkoholisch-neutraler oder aus essigsaurer Lisung er- 
halten ist. Wir haben den Unterschied nicht feststellen kénnen, sondern 
fiir beide Priiparate und deren Mischung denselben Schmelzpunkt von 
163—164° gefunden. 
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Zusammenfassung. 

Kine Polysaccharidfraktion, die bei der Alkohol—Atherextrak- 
tion feuchter menschlicher Tuberkelbakterien im waBrigen Riick- 
stand zu finden ist, wurde mit Hilfe der basischen Bleiacetat- 
methode isoliert. 

Aus dem Rohpolysaccharid wurde nach Zugabe von basischem 
Bleiacetat und Abtrennung des gebildeten Niederschlags (I), durch 
Zusatz von Ammoniak eine bedeutend reinere Polysaccharid- 
fraktion, Niederschlag II, ausgefallt, Durch Acetylierung und Ver- 
seifung der Polysaccharidfraktion, gewonnen aus II, wurde ein 
Polysaccharid III erhalten, das keinen Phosphor und nur noch 
Spuren von Stickstoff enthielt. 

Durch Hydrolyse des Polysaccharids III wurden 66°/, redu- 
zierende Zucker in Freiheit gesetzt, von welchen d-Mannose (27 °/,), 
d-Arabinose und d-Glykose (zusammen 33°/,) isoliert werden 
konnten. Aus dem nicht reduzierenden Anteil des Polysaccharids 
wurden geringe Mengen Inosit isoliert. 

Die geringe Ausbeute an Inosit und die Analysenwerte des 
Polysaccharids III machen es wahrscheinlich, daB im nicht redu- 
zierenden Anteil des Polysaccharids noch andere Stoffe .(Saéuren) 


enthalten sind. 
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I. Untersuchungen iiber das Verhalten der EiweiBstoffe 
bei der Bebriitung des Hihnereies. 
Von 


E. G. Schenck. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Pathologie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1932.) 


Durch eine Reihe bedeutsamer Untersuchungen, die sich an 
die Namen von Liebermann, Bohr und Hasselbalch, Tangl, 
Fridericia!) u.a. in neuerer Zeit aber hauptsiichlich an die 
von Murray und Needham’) kniipfen, wurden die Kenntnisse 
geschaffen, die wir heute von den chemischen und energetischen 
Umsetzungen im Hiihnerei wiihrend der Bebriitung haben. Mehrere 
Arbeiten [Abderhalden und Kempe, Sendju, Plimmer und 
Lowndes, Sznerowna, Russo’) u.a.], die das Verhalten der 
Aminosiuren des EiweiBes zum Gegenstand hatten, wurden stets 
nur an der Summe der Proteine ausgefiihrt. Lediglich By waters‘), 
der im KEiklar des bebriiteten Kies die Beziehungen zwischen 
koaguablem und nichtkoaguablem Eiweif8 untersuchte, hat eine 
gewisse T'rennung erstrebt. Der Versuch, eine vollstiindige Trennung 
aller KiweiBstoffe des Kies wihrend mehrerer Entwicklungsphasen 
durchzufiihren, wurde bisher nicht unternommen. 

Nun hat andererseits W eiss ®) die Umbildung der Muskeleiweib- 
stoffe des Lachses zu TestikeleiweiBstoffen untersucht. A. Kossel 
und ich*) konnten an dem spezielleren Fall der basischen EKiweib- 
stoffe der Fischtestikel einen Teilvorgang dieser Transformation 
niher untersuchen, und schlieBlich konnte ich’) feststellen, dab 
unter Beibehaltung seiner EKigenschaften im Globin Verschiebungen 
in der Aminosiurenverteilung zustande kommen, die vom Alter 
der Erythrozyten abhingig sind. Wollte man die allgemeine 
Giltigkeit dieser Untersuchungen erweisen, so mufte man sich 
auch aus diesem Grunde der bis ins einzelnste gehenden Analyse 
der Entwicklung des Hiihnereies zuwenden, als einem Modell, in 
dem — einfacher als im ausgebildeten Organismus — das Vor- 
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herrschen eines zehrenden Systems den Uberblick infolge der 
geminderten gegenseitigen Beeintlussung erleichtert. Gelang dieser 
Versuch, so bedeutet er zugleich die Kennzeichnung eines Weges, 
der auch dem chemischen Physiologen die Méglichkeit gibt, Funktion 
und Funktionstauglichkeit des Protoplasmas abzuschiitzen. 

Fiir diese Untersuchung verwandte ich ausgesuchte und méglichst 
gleich schwere Bruteier eines reinrassigen Stammes (welBe Leghorn), 
Ks kamen je 8—-10 Kier des 3./6./7./9./12./15./18./20. Bebriitungs- 
tages, sowie 30 frische, unbebriitete Hiihnereier in 3 Portionen 
zur Feststellung der natiirlichen Schwankungen zur Verwendung. 
Dargestellt wurden in jedem Falle, soweit sie bei der Entwicklung 
nicht verbraucht wurden: die Eischalenhaut, 
aus dem Eiklar: das Hichholzsche Ovomuzin, Globulin, Albumin, 

Conalbumin. 
aus dem Eigelb: Vitellin, Albumin und Globulin, die stets neben 

dem Vitellin vorhanden waren. 
beim Embryo anfdnglich nur die Gesamtproteine, spdter wurden 

Embryo und Fruchthéute voneinander getrennt; von den Em- 

bryonen des 15. und 18./20. Tages wurden auBerdem gesondert 

untersucht: Riickstiinde nach Extraktion mit 0,9°/, NaCl, Federn, 

Nukleoproteid, Albumin, Globulin. 

Diese Untersuchung umfaBt 5 Teile: Im ersten werden die 
groBen Linien der Entwicklung, wie sie aus den Wasserver- 
schiebungen zwischen Eiklar, Dotter und Embryo, sowie aus dem 
Wachstum des Embryos und der Fruchthiiute ablesbar werden, 
hehandelt. Der zweite Teil erstreckt sich auf die Veriinderungen 
in der Verteilung der einzelnen Proteine, der dritte auf die Ver- 
fiinderungen in der Verteilung einzelner Aminosiiuren bei den ver- 
schiedenen Proteinen. Im vierten wird eine Bilanz des Verhaltens 
der GesamteiweiBmenge und der Menge der einzelnen Komponenten 
umgerechnet auf absolute Menge und Prozente in 100g Ei ge- 
geben. Zuletzt soll versucht werden, die Vorgiinge, die zu Ent- 
wicklung und Wachstum fiihren, zusammenfassend darzustellen. 


I. 

Fiir die ganze Embryologie ist ja die Entwicklung des Hiihnchens 
eines der beriihmtesten Modelle. Aber iiber die Wege, die zum Aufbau 
der Kérpersubstanz fiihren, ja dariiber, in welche Form die Dottersubstanzen 
gebracht werden miissen, damit sie in Kérpereiwei8 iibergefiihrt werden 
kénnen, ist kaum etwas bekannt. 

GewichtsmiBig ganz auffiillig ist die Wasserverschiebung, die aus dem 
Eiklar durch das Eigelb zu dem Embryo hin erfolgt. Beim unbebriiteten 
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Ei ist die gréBte Menge des Wassers im Eiklar gesammelt, am 15. Tage 
im Embryo, aus dem es dann in den letzten Bebriitungstagen iiberhaupt 
austritt und verdunstet, so daB der Gewichtsverlust des Eies in diesen Tagen 
sein Maximum erreicht. 

Am 3. Entwicklungstage ist der ganze Eiinhalt gegeniiber dem des 
unbebriiteten Eies verfliissigt und ein Vorgang eingeleitet, dessen Héhepunkt 
wir am 6. Tage erreicht sehen; wihrend das Eiklar anfiinglich fast 60°/, 
des Gesamtgewichts ausmacht, betrigt dann das Gewicht des Eigelbes oder 
vielmehr des von der Dotterhaut umschlossenen und durch Wachstum bereits 
vergréBerten Raumes mehr als 60°/, des Gesamtgewichts, wiihrend das Ei- 
klar die entsprechende Menge verliert. Im Eigelb sind bis zum 9. Tage 
zwei Schichten deutlich zu scheiden, eine fliissige, milchig-triibe mit wenig 
Eiwei8 und Fett, die durch die Wasserwanderung aus dem Eiklar hierher 
erst entstanden ist und eine konsistentere gelbe, die das urspriingliche Eigelb 
darstellt, dessen Bestandteile enthilt und anteilmiBig auch kaum schwerer 
wiegt. So kommt auch hier wie bei den meisten sich entwickelnden Eiern 
eine polare Schichtung zustande, indem zwischen den Embryo, der in diese 
hineintaucht, und die Masse der stark konzentrierten Dotterstoffe eine diinne, 
an festen Substanzen arme Fiiissigkeitsschicht geschoben wird, welche 
die Nihrstoffe in zur Aufnahme geeigneter Form bereits darbietet. 

Schon vom 7. Tage an wandert das Wasser in bedeutendem MaBe in 
das embryonale System; dariiber ist spiter noch zu berichten. 

Gleichzeitig scheint ein gewisser Riickflu8 in das Eiklar zu erfolgen, 
das an Gewicht wieder zunimmt, obgleich seine ziihe, fest-weiche Konsistenz 
sich nicht mehr dndert. Aber so ist jetzt die Méglichkeit gegeben, dab es 
durch miteinwandernde Fermente Verwendungsméglichkeit als Niihrstoff 
bekommt. Die Art und Weise, wie das Eiklar resorbiert wird, ist ja keines- 
wegs klar gewesen. Nach der alten Anschauung, die von H. Virchow und 
Duval herriihrt, entwickeln sich an der die innere Oberfliiche des Eies 
umwachsenden Allantois blutgefiBreiche Zotten, die sich in das auf einen 
Eipol konzentrierte Kiklar einsenken und dessen Aufsaugung bewerkstelligen. 
Demgegeniiber meint Wohlgemuth*), dab die lipolytischen und proteo- 
lytischen Fermente des Dotters die Absorption der kolloidalen Stoffe vor- 
bereiten und erméglichen. Dariiber, wie sie erfolgt, sagt er nichts aus. 
SchlieBlich nimmt Hirota®’) noch an, daB vom 11. Tage an zwischen dem 
vom Amnion umschlossenen Raume und dem Eiweibsack infolge Durch- 
bruchs der serésen Hiiute eine offene Verbindung entstiinde, durch welche 
die Aufsaugung erfolge. Wie es auch sei, die Annahme, dal die Resorption 
des Eiklars durch BlutgefiBe direkt in das embryonale System hinein er- 
folge, ist nur zu einem kleinen Teile richtig. Die Hauptmenge der Eiklar- 
proteine wird in den Eidotter aufgenommen. Dariiber unterrichten nicht 
nur die morphologischen Befunde, die jetzt angefiihrt werden sollen. 

Das Eiklar konzentriert sich an einem der Eipole und, solange es noch 
nicht verbraucht ist, besteht eine weite Verbindung zwischen Eiweili und 
Kigelb, sozusagen ein 2. Nabel, dadurch niimlich, dab der GefiBhof des 
Embryos den Dotter noch nicht ganz umwachsen hat. Am 9. Tage libt er 
noch etwa eine zweimarkstiickgroBe Offnung frei, am 15. Tage, an dem 
das Kiwei8 fast véllig verschwunden ist, hat sie sich wie die Offnung eines 
Tabaksbeutels auf StecknadelkopfgréBe zugezogen. Es ist dann vom Eiklar 
lediglich eine Hagelschnur da, die auf der Offnung haftet. Die Ansatzstellen 
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der Hagelschniire scheinen also von Anfang richtunggebend fiir die Stellen 
zu sein, an welchen eine Verbindung zwischen EiweiB und Eigelb besteht. 

Am 9. Tage beginnt nun mit aller Macht die weitere Wanderung des 
Wassers aus dem Eigelb in das embryonale System. Das zeigt sich daran, 
da8 der Dotter wieder einheitlich wird, im ganzen konsistenter; am 12. Tage 
finden wir einen gelben, triiberen Dotter als am Anfang, der aber im Ver- 
hiltnis zum Kigesamtgewicht noch immer etwa den gleichen prozentarischen 
Anteil hat wie das Gelb des unbebriiteten Kies. In den nichsten Tagen 
erst sinkt seine Menge im Laufe der weiteren Eireifung von etwa 33°/, am 
12. Tage auf 32°/, am 15. Tage, 25°/, am 18. Tage und schlieBlich 19°/, am 
20. Tage, an dem er immerhin noch soviel als Dottersack des schlupfreifen 
Kiickens ausmacht. Dabei iindert sich seine Farbe, er wird klarer, jetzt 
sogar durchsichtig, glasig, oft griinlich. 

Der Gewichtsanteil des Eiklars dagegen fillt vom 12. bis zum 15. Tag 
von 20°/, auf 2,5°),. 

Nun der Embryo! Am 6. Tage, sobald er sich einigermaB8en abtrennen 
liBt, ist er im ganzen sehr wasserreich, hat ein schleimiges, gedunsenes 
Gewebe, ist jedoch am 9. Tage schon fester und liegt, von Fliissigkeit um- 
geben, im Amnionsack. Diese, an diesem Tage noch nicht meBbar, steigt 
nun dem Gewichte nach sehr rasch an, bis zum 12. Tage auf Kosten des 
fliissigen Eidotters, dann bis zum 15. Tage infolge der Wasseraufnahme aus 
dem vollig resorbierten Eiklar. Diese Wassermenge, die zuerst im Amnion- 
und Allantoisraum deponiert wurde, wird dann vom 15. Tage an in den 
Embryo selbst aufgenommen und verdunstet zum Teil aus diesem, so daB 
am 20. Tage nach dem Auskriechen des Kiickens keine Flissigkeit im Ei 
zuriickbleibt; auch die Fruchthiute, die anfiinglich glasig-wasserreich waren, 
sind zu dieser Zeit fast véllig trocken. 








Ein Embryo bzw. Kiicken | Mit Ei(rucht)- Ohne diese 
wiegt durchschnittlich hiuten in g in g 
am 6. Tag 2,5 
— ae 4,0 
, 4 . 7,9 4,9 
_ “a 17,0 15,5 
cs 31,0 28,0 
~~ Mh 38,0 28,5 








Am 9. Tage ist fliissiger Eidotter und Amnionfliissigkeit noch schlecht 
trennbar, aber am 


12. Tage kommen auf einen Embryo durchschnittlich 11,0 g) Allantois- u. 
ic - ——— m % 12,0 c| Amnion- 
Mi a ‘. — ~ ‘ 1,6 g/  fliissigkeit 


Erst etwa am 12. Tage umspannen die stark durchbluteten GefiBe 
der Allantois die ganze innere Oberfliche der Eischale wie ein Netz. Dann 
tritt der Embryo direkt durch die Schale hindurch mit der AuBenluft in 
Verbindung, dann findet er aber auch in der Schale die zur Knochen- 
bildung nétigen anorganischen Salze in ausreichender Menge. 

Das zeigt das Verhalten der Eischalen. 
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Bei unbebriiteten, in der Wiirme 12 Tage lang lagernden Eiern nahm 
ihr Anteil am Gesamtgewicht infolge des Wasserverlustes von ungefiihr 14 


auf 18,5°/, zu. 


In gleicher Weise nehmen die Schalen bebriiteter Eier bis 


zum 9. Tage auf 17,25°/, zu. Aber trotz der von Tag zu Tag zunehmenden 


Wasserabdunstung macht ihr Anteil 


am 12. Tage nur 10,16°/, des Gesamt- 


gewichts aus, — es geht also eine betriichtliche Menge an Gewicht ver- 
loren, — steigt nun aber in den folgenden Tagen bis zum 20. regelmiibig, 
dem weiteren Verlust an Wasser entsprechend wieder auf 15,15°/, an. 


werden, ist ja bekannt. 


Da8B Salze und besonders Calcium aus den Eischalen herausgeliist 
Aber dieser Lisungsvorgang scheint vorwiegend 


zwischen dem 9. und 12. Tage vor sich zu gehen, wie ja auch die Unter- 


suchungen iiber den Calciumgehalt 


bedeutendsten Anstieg ergaben. Vgl. 


des Eiinhaltes an diesen Tagen den 
Tab. I und Kurve AI zu diesem Teil. 
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i Fig. 1. Verschiebung der Eiweifstoffe im bebriiteten Hihnerel. 


Ich méchte hier noch eine Tabelle einschalten, in welcher die Wachs- 
tumsschnelligkeit verschiedener Organe und ihr Anteil am Gesamtgewicht 


res 


des Embryos mit den entsprechenden Gewichten von Kiicken und Hiihnern 


verglichen wird. Das ist insofern yon Wichtigkeit, als wir daraus in gewisser 
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Tabelle LI. 


Gewichte von Eiklar, Eigelb und embryonalem System 
wahrend der Bebriitung. 



























































Eigelb 
Gesamt- Schalen| Eiklar 
Eier gewicht : fester fliissiger 
Dotter Dotter 
8 | % [eM fe} % | & | % 
WeiBe Leghorn. | | | 
Unbebriitet 560 14,5 [320 57,1 | 162) 28,4 | | 
=100°/, | | 
" 637 12,7 371 | 58,3 | 185 | 29,05 | 
_ 565 13,7 [316 56,0 | 171 | 30,7 | 
3 Tage bebriitet | 612,8 | 14,0 |270 44,0 |200/32,7 | 57° 9.3 
6 5; ” 490,8 13,55 94 19,15] 163} 33,2 | 145 | 29,6 
7 . 348,5 | 15,7 95 | 27,3 | 198 | 57,0 | 
_ ° 469 17,26 | 98 | 20,9 |105|22,5 | 152 | 32,5 
i ws % 560 10,16 | 104 18,65 | 195 | 34,9 
iS uw . 4495 | 1346 | 13 2,9 | 145 | 32,3 
_ - 502 14,3 — | — | 128 | 25,6 
Schlupfreife Kiicken | 448 15,15 |}— | — 84 | 18,75 | 
440 | 176 |215/ 49,0 [147/334 | nach 2Tgn. 
| | | abgestorb., 
| _ 5 Tage lang 
| weiter bebr. 
Embryonales System 
Eier Gesamt- | a | Frucht- | Amnion + 
gewicht | moryo | haute Allantois 
g %o | & | Yo | 8 | “So g | So 
——— SS : 
6 Tage bebriitet 22 4,5 | 
| 
7 ”° 99 ee iat 
> ‘ 32 | 6,84. | z.T. bei fl. 
| | | | Dotter 
i ‘ 204 | 36,35) 53) 945/31 | 5,54 120 | 21,4 
“aa 230,5 | 51,34 125 | 27,9 | 10,5/ 234) 95 | 21,1 
6 - 291,5| 60,1 | 252 | 50,4 | 25 | 50 | 145) 4,7 
Schlupfreife Kiicken | 296 | 66,1 | 259 57,8 | 37 | 83 | 
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Hinsicht einen SchluB auf die Herkunft verschiedener Proteine ziehen 
kénnen, iiber die wir spiter zu sprechen haben werden. 

Es zeigt sich, daB vom 12.—19. Tage vor allem Knochen und Be- 
wegungsapparat wachsen, wihrend der Anteil der Organe der Verdauung 
und Atmung stets ungefiihr der gleiche bleibt. Beim ausgeschliipften Kiicken 
erhéhen jedoch diese Organe, die nun in Tiitigkeit treten miissen, ihren 
Anteil sehr stark. Beim ausgewachsenen Huhn ist diese relative Zunahme 
weitgehend wieder riickgiingig gemacht, ja Herz und Lungen nehmen 
prozentarisch bedeutend weniger vom Gesamtgewicht in Anspruch als schon 
am 12. Bebriitungstage (vgl. Tab. II). 


Il. 

Der Kompliziertheit der eben beschriebenen Vorgiinge ent- 
spricht die Kompliziertheit der Vorgiinge an den Proteinen durch- 
aus. Die Verschiebungen der Proteine in den einzelnen Systemen: 
Kiklar/Eigelb/Embryo kommen vorwiegend durch Wanderung zu- 
stande. Kine direkte Umwandlung von Ejiweifstoffen in solche 


von ganz anderen Eigenschaften — etwa von Albumin in Glo- 
bulin — erfolgt nicht, wie quantitative Verfolgung dieser Sub- 


stanzen zeigt (Tab. ID. Dagegen ist es méglich, daB durch 
fermentative Einfliisse Polypeptide und Aminosiuren von einzelnen 
Proteinen abgespalten und von anderen aufgenommen werden. 
Das scheint z. B. zwischen Albumin und Vitellin 6fters der Fall 
zu sein. Da aber diese Polypeptide durch nichts besonders ge- 
kennzeichnet sind, laBt sich ein Beweis dafiir nicht erbringen, 
auBer da eben manche Proteine wie z. B. das Vitellin am 9., 
15, und 20. Tage in gréBerer Menge und seinem Aussehen nach 
veriindert vorhanden ist, als an den T'agen vorher und daB ein 
gewisser Wechsel im Verbrauch des Albumins und Vitellins be- 
steht. Auch hier sind mehrere Entwicklungsphasen zu unter- 
scheiden, die gegeneinander deutlich abgrenzbar sind. 


Die Albumine des Eiklars — wir trennten Albumin und 
Conalbumin voneinander — nehmen bis zum 9. Tage nur wenig 


ab. Zwar liegt am 6. Bebriitungstage cin Minimum, am 7. ein 
Maximum, das bei der Wasserwanderung genau so auftritt und 
auch hier fiir eine Riickwanderung aus dem Eigelb in das Eiklar 
spricht. Denn mit der Wasserverschiebung ist auch ein gewisser 
Teil des Albumins in die fliissige Phase des Dotters gewandert, 
so daB hier ein Anstieg im Albumingehalt um 0,6°/, allein bis 
zum 3. Tage erfolgt. Aber dieses Albumin nimmt dann, obgleich 
der Héhepunkt der Wasserverschiebung erst am 6, Tage erfolgt 
ist, nicht im gleichen MaBe zu, es nimmt im Gegenteil dauernd 
ab, wohl hauptsiichlich dadurch, dab es verbraucht wird und es 
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scheint eben so, als ob ein Teil auch wieder in das Eiklar zuriick- 
gelangte. Die Beziehungen zwischen Albumin und Conalbumin 
sind wohl so, daB letzteres durch irgendwelche Polypeptidabspal- 
tung — da es eine andere Zusammensetzung hat aus dem 
ersteren nachgebildet wird; denn wiihrend es am 6. Tage, wahr- 
scheinlich infolge der Abwanderung in das Eigelb weit unter 
den Ausgangswert gesunken war (von 0,62 auf 0,35 °/o)s steigt es 
dann bis zum 9, Tage iiber die Ausgangsmenge an, ein Vorgang, 
der einer etwa gleich groBen Abnahme des Albuiming entspricht. 

Mengenmiibig ist das urspriingliche Albumin des Ejdotters 
— wie sich ja die ganze urspriingliche Dottermasse bis dahin 
noch nicht veriindert — an den Umsetzungen bis zum 7. Tage 
nicht wesentlich beteiligt; wir finden bei der Darstellung der 
Proteine prozentarisch die gleichen Werte. Erst in der Zeit von 
da bis zum 9. Tage wird es mit verbraucht und dann ereignet 
sich das Sonderbare, daB bis zum 12. Entwicklungstage im E1i- 
dotter nur eine Spur Albumin vorhanden ist, so daB der Embryo 
in seiner unmittelbaren Nihrfliissigkeit dieses nicht vortindet, 
wiihrend sonst immer ein {iberangebot besteht. Zugleich uber 
setzt am 9. Tage langsam, am 12. Tage mit aller Macht die 
groBbe Transformation der Albumine ein. 

Das Eiklaralbumin nimmt in diesen 3 Tagen bereits um 
1?/,°/, der Kigesamtmenge ab, von dem man freilich 1°/, als 
albumoseiihnliches, durch Kochen nicht fillbares Protein wieder- 
findet, eine Beobachtung, die auch Pott}°) bereits machte. Die 
anderen ?/,°/, (mmerhin 38—4 g Albumin bei unserer Ausgangs- 
menge) finden wir nicht wieder. Dazu kommt, daB auch das 
Conalbumin in dieser Zeit von 1,16 auf 0,15 °/, abnimmt; auch 
im Kigelb ist in diesen Tagen, wie gesagt, nur eine Spur Albumin, 
so dab diese Wanderungsmoglichkeit nicht in Betracht kommt. 
Da aber auch die Gesamtmasse des Embryos vom 9, zum 
12. Tage nur von 0,3 auf 0,4°/, wiichst, ist eine Aufnahme hier 
unmoglich. Es ergibt sich also, daB ein Verbrauch von Albumin 
erfolgt, nicht fiir den Aufbau, sondern offensichtlich fiir ener- 
getische Zwecke, soweit nicht andere Substanzen gebildet werden, 
wie das ja auch aus den vortrefflichen Beobachtungen Needhams 
hervorgeht. Die Umwandlung eines Teils des Albumins in eine 
Albumose spricht ja auch in gewissem Sinne fiir einen ver- 
stiirkten KiweiBabbau. 

Die Transformation, die dann vom 12. Tage an weiter er- 
folgt, ist ganz eindeutig. Das Kiklar als solches verschwindet 
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vollig und seine Proteine wandern in den sich jetzt schliebenden 
Dottersack. Am 15. Tage finden wir hier, nachdem vorher, wie 
bereits gesagt, nur eine Spur Albumin darstellbar war, 2,85 °/, 
und gleichzeitig finden wir im Amnionsack 1,5°/, des Kigesamt- 
gewichtes als Albumin. Nur fiir dieses letztere kinnte die Még- 
lichkeit bestehen, daB es durch Allantois- oder DottergefiiBe oder 
schlieBlich durch einen direkten Durchbruch (Hirota) hierhin ge- 
bracht wiire, wobei es fiir den ersten Fall vom Embryo dahin 
ausgeschieden sein, ihn also passiert haben miibte. Die Tat- 
sache, daB das EiweiB in das Kigelb aufgenommen wird und 
durch dieses hindurch in den Embryo gelangt, ist sehr bemerkens- 
wert und bisher noch nicht beobachtet. Der weitere Aufbau des 
K6rpereiweiBes des Embryos erfolgt bis zum 15, Tage dann vor 
allem unter Verwendung des Amnion—Albumins, so dab wie am 
12. Tage Amnion—Allantoisfliissigkeit auch am 18. Tage kein 
Protein enthalten. [Vgl. auch die Beobachtungen von Kamei, '')] 
Dagegen wird das Albumin im Eigelb bis zum 18. Tage vollig 
geschont, worauf es dann schnell abnimmt. 

Der Vergleich zwischen Albumin und Globulin lehrt uns, 
daB die Wanderung der Proteine nicht allein und in gleicher 
Weise durch die Wasserverschiebung bedingt ist. Es handelt 
sich eher um eine Auswahl der geeigneten Nihrstoffe durch den 
Embryo. Ursache hierfiir diirfte wohl die Anderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration sein. Bis zum 15. Entwicklungstage bleibt 
die Globulinmenge mit der Neigung zum Absinken im Hiklar un- 
sefihr gleich, um dann zu verschwinden, eine geringe Anderung 
tritt nur am 6., 7. Tage ein, in dem hier die Globulinmenge 
absinkt, um gleichzeitig im Eigelb um den entsprechenden Wert 
anzusteigen. Auch das spricht fiir die Riickwanderung von Pro- 
tein aus dem Ejidotter in das Kiklar am 7. Tage. Im fliissigen 
Teil des Eidotters findet man nur wenig Globulin, das offen- 
sichtlich nicht aus dem EKiklar, sondern aus dem konsistenteren 
Dotteranteil stammt. Nach dem 9. Tage steigt seine Menge 
eleichmiBig an, wohl auf Kosten des Kiklar—Globulins, das lang- 
sam in das Eigelb hineinwandert. Erst nach dem 18, Tage, wenn 
das Eiklar—Globulin bereits aufgebraucht ist, beginnt es auch hier 
langsam zu schwinden. Zwischen dem 9. und 12. Tage iiber- 
wiegt im Eidotter das Globulin das Albumin, nur im Embryo 
des 15. Tages sehen wir das gleiche. 

Sehr aufschluBreich ist auch das Verhalten des Vitellins. 
Zeichnet man seine Menge kurvenmiibig, so erkennt man mehrere 
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Stufen, so zwar, daB es meist abnimmt, wenn die Albuminmenge 
ungefihr unveriindert bleibt, dagegen aber zunimmt, oder min- 
destens seinen Stand behalt, wenn das Albumin schwindet. Solch 
gegensiitzliche Bewegungen liegen am 7., 9. (12. weniger) 15. bis 
18. Tage. Eine auffillige Parallelitiit besteht dagegen zum Ver- 
halten des Conalbumins und Amnion—Albumins. Man kann hieraus 
also schlieBen, daB eine alternierende Verwendung von Albumin 
und Vitellin stattfindet und auferdem noch, wie schon einmal 
bemerkt, wahrscheinlich eine Anlagerung von Albuminbestandteilen 
an das Vitellin, eine Verbindung, die vielleicht zur Aufnahme in 
den Embryo geeigneter ist. Die Steigerung vom 18.—20. Tage 
koénnte freilich auch vorgetiiuscht sein, indem natiirlich der starke 
Wasserverlust dieser Zeit, den wir nicht untersuchen konnten, 
eine solche prozentual hervorrufen kénnte. | 

Eichholz?*) nannte den von ihm entdeckten, durch Ver- 
diinnen des Kiklars mit der mehrfachen Menge Wassers gefiallten 
Kiweibkérper: Ovomuzin. Er enthilt in unserer Untersuchung 
auch die Chalazeen und die im Eiklar befindlichen Membranen. 
Seine Menge steigt bis zum 12.'T'age langsam und gleichmibig, um 
dann schnell abzusinken. Es ist nicht klar, was sich bei dieser 
Steigerung, die stiirker ist als die Abnahme durch Wasserverdun- 
stung, fiir Prozesse abspielen. (Vgl. Fig. 1, KurvenA JJJ—VJ, 8.115). 

Durch Bywaters wurde festgestellt, daB das Verhiltnis der 
gerinnbaren Proteine zu den ungerinnbaren immer etwa das 
gleiche ist. Quantitativ konnte ich die Ovomukoide nicht mit- 
untersuchen, da die zur Darstellung der anderen Proteine not- 
wendige Ammonsulfatsittigung stért und bei der Dialyse dann 
schlieBlich ein Teil des Ovomukoids mit herauswandert. Jedoch 
stellten wir auch im Eidotter Ovomukoid fest. Das Gewicht der 
Kischalenhaut steigt wohl nur relativ entsprechend dem Ge- 
wichtsverlust durch Wasserabgabe von 0,23 auf 0,38 °/,, obgleich 
auch sie, wie man spiiter erkennen wird, Veriinderungen zeigt. 

Der Embryo im Ei beginnt erst am 6. Entwicklungstage 
einigermaBben, am 15. auBerordentlich stark in Erscheinung zu 
treten; das entspricht ganz seiner bekannten Wachstumskurve, 
wenn man die Zunahme der Summe der aufgenommenen Stoffe 
allein beriicksichtigt. Im einzelnen jedoch ergeben sich sehr 
erobe und bemerkenswerte Unterschiede (vgl. Tab. IV). DaB die 
Fruchthiute mit dem Wachstum des Embryos selbst nicht Schritt 
halten, ist zu erwarten. Noch am 12. Tage bilden beide zu 
gleichen Teilen die 0,4°/,, die die Frucht dann am Gesamt- 
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gewicht ausmacht. Wihrend nun aber der Embryo schnell wiichst 
und schlieBlich 5,5°/, des Gesamtgewichtes als Trockensubstanz 
ausmacht, erreichen sie 0,32°/, am 15. Tage und schlieBlich 
0,5°/, im reifen Ki am 20. Tage. Durch ausgiebige Extrak- 
tion mit 0,9°/, NaCl-Lésung kénnen wir die léslichen Proteine 
von den unléslichen trennen, in denen freilich auch die Knochen, 
die zwar nur wenig ausmachen, enthalten sind. Und wir sehen 
nun, daB diese unldéslichen Stoffe, nachdem sie am 18, Tage 
3,38 °/, erreicht haben, bis zum Schliipfen des Kiickens in ihrer 
Menge vollig gleich bleiben, so daB an diesen letzten Tagen der 
weitere Gewichtsanstieg ausschlieBlich aus der Bildung léslicher 
Proteine erreicht wird. Das Gewicht der Federn nimmt vom 
15. zum 20. Tage von 0,43 auf 0,51 °/, zu. Von den léslichen 
Proteinen des embryonalen Kérpers untersuchten wir: die Nukleo- 
proteide, Globuline und Albumine. Das Nukleoproteid nimmt 
vom 9. zum 12. Tag um etwa die Halfte ab, um dann mit einem 
Knickpunkt am 15. Tage etwa parallel der Wachstumskurve an- 
zusteigen. Albumin und Globulin verhalten sich aber ganz anders. 
Bis zum 12. Tage war ihre Menge (zusammen etwa 0,5 °/,,) noch 
nicht so groB, daB man sie hatte trennen kénnen. Mit dem ein- 
setzenden Wachstum aber zeigt sich ein starkes Anwachsen des 
Globulingehaltes auf 2°/,,. Hier wird ein Maximum erreicht; 
denn am 18, Tage haben wir nur noch 1,6°/,,, am 20. Tage 
0,26 °/,, Globulin im embryonalen Kérper. Das Albumin verhilt 
sich ganz gegensiitzlich; bis zum 15. Tage betrigt sein Anteil 
am Gesamtgewicht nur 0,5 °/,,, am 18. Tage 0,8 °/,,, am 20. aber 
4,8°/,,, wobei wohl das aus dem Eiklar in das Eigelb gewanderte 
Albumin, wenn auch umgebaut, verwandt wird. Diese Beziehungen 
zwischen den verschiedenen KiweiBkérpern bei ihrem Weg zum 
Embryo hin sind au8erordentlich interessant. 

Im schnell wachsenden embryonalen Gebilde gehen die eben ge- 
schilderten Vorgiinge vor sich; in dem Teil des embryonalen Systems 
— denFruchthiiuten —, die ihre Funktion allmiihlich verlieren, genau 
die umgekehrten. Das Nukleoproteid verschwindet hier vom 12. Tage 
ab, die Werte fiir das Albumin bleiben vom 15.—20. Tage kon- 
stant, sinken lediglich langsam. Und nur der Gehalt an Globulin 
steigt auf 3°/,,, so daB die Frage zu erheben ist, ob hier zwischen 
Embryo und Fruchthiuten ein Austausch dieser Proteine besteht. 
Dies alles zeigt uns, daB Albumin und Globulin, so oft man ihre 
Verwandtschaft und die Méglichkeit einer Umwandlung ineinander 
zu beweisen versucht hat, doch einen ganz verschiedenen bio- 
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logischen Wert haben. Ich glaube, daB man diese Ansicht auch 
auf die EiweiBstoffe des Serums iibertragen sollte. Bei mehr als 
30 Kiicken, ausgewachsenen und alten Hennen konnten wir uns dayon 
iiberzeugen, daB auch hier die Serum- und Organalbumine die Menge 
der Globuline iiberwiegen, obgleich man hier die vielen anderen 
Proteine zu beriicksichtigen hat, die nicht einzureihen sind. 

Es ist uns nicht méglich, hier auf alle die Beziehungen ge- 
nau einzugehen, die sich ergeben, wenn man die Untersuchungs- 
ergebnisse am bebriiteten Ei, wie sie in der zusammenfassenden 
Arbeit von Needham?) zum Teil kurvenmibig gebracht werden, 
vergleichend betrachtet. Wir wiirden eine ganze Reihe von Fak- 
toren finden, die als Triebkrifte fiir diese Bewegungen des 
EiweiBes in Betracht kommen; wir wiirden auberdem aber die 
Abhiingigkeit einer Reihe von Funktionen des lebenden und sich 
entwickelnden Kies von diesen Kiweibveriinderungen zeigen kénnen, 
(Vel. Tab. IIT und IV und Fig. 1, Kurven A JJ—VIJ und Fig. 2, 
Kurven B VIJ—IX.) 
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Fig. 2. Verschiebung der Eiwei8stoffe im Embryo. 
Ich méchte zuerst die am leichtesten zu iibersehenden Veriinderungen 
besprechen. 


Die Eischalenhaut ist an den Entwicklungsvorgiingen direkt nicht 
beteiligt und fermentativen Einfliissen kaum ausgesetzt, aber trotzdem iindert 
sie sich, wenn auch am wenigsten von allen EiweiBstoffen des Eies. Denn 
wie auch die Eischale zum Teil als Calciumdepot behandelt wird und ihre 
Bedeutung fiir den Embryo hat, so findet auch offensichtlich auf die 








126 E. G. Schenck, 


Kischalenhaut eine Einwirkung statt, die zwischen der Schale und den auf 
ihr wie ein Netz sich ausbreitenden AllantoisgefiBen eine trennende Schicht 
bildet, durch welche die Salze hindurchwandern miissen. (Tab. V, 1.) 
Analysiert wurden die Eisechalenhiute unbebriiteter Eier, dann die vom 
6./7./9. und 15./18./20. Bebriitungstage zusammen. Dabei zeigt sich ein 
langsames Ansteigen des Gesamt-N-Gehaltes zum 7. Tage und dann ein Ab- 
sinken unter den Ausgangswert (13,8, 14,65, 13,54°/,). Der Gehalt an 
reduzierender Substanz steigt dabei langsam von 4,3 auf 4,5 und 4,9°/, an. 
Die Gesamtmenge der Hexonbasen sinkt ab (von 27,18 auf 24,45 und 23,35) 
in gleicher Weise, wie die unter diesem Namen zusammengefaBten 8 Amino- 
siiuren. Lysin und Histidin, die in ungefiihr der gleichen Menge nachweis- 
bar sind, fallen gleichmaBig ab (17,51, 17,03, 15,80°/,), wihrend das Arginin 
nach anfiinglich stirkerer Verminderung von 9,48°/, auf 7,42°/, dann beim 
gleichen Werte bleibt. Der Amino-N-Gehalt bleibt véllig konstant. Gleich- 
sinnig wie der Gesamt-N-Gehalt verhilt sich das Tryptophan: Ansteigen 
zum 7. Tag, Absinken unter den Ausgangswert (0,53, 0,71, 0,29°/,). 

Wie die Eischalenhaut gehért ihrem Verhalten nach auch zu den 
Keratinen die Dotterhaut, auf der untrennbar die Keimscheibe liegt. Sie 
unterscheidet sich durch einen héheren Gehalt an Hexonbasen, Amino-N, 
Tryptophan und Kohlehydraten wesentlich von jener. Wieweit diese Ab- 
iinderung durch die EiweiBstoffe der Keimscheibe, bei denen wir einen 
hohen Gehalt an Hexonbasen erwarten diirfen, bewirkt ist, kann man nicht 
angeben. 

Das von Eichholz*®) so benannte Ovomuzin ist kein echtes Muzin, 
sondern gehért wohl zu den Globulinen; es ist auch wahrscheinlich nicht 
jedesmal ganz frei von Albumin darzustellen, da dieses bei der Fillung 
mitgerissen nachher nicht ganz auswaschbar ist. Trotzdem zeigen unsere 
Bestimmungen Werte, die in ihren Ausschligen weit tiber das durch eine 
Verunreinigung méglichste Ma8 hinausgehen. Wir miissen annehmen, dab 
dieses Ovomuzin vielleicht eine Rolle spielt im fermentativen Geschehen 
und bei den Verschiebungen zwischen Eiwei8 und Eigelb. Bei der starken 
Verfliissigung des Eiinhaltes am 38. Tage liegt es im Eiklar hauptsiichlich in 
dem noch vorhandenen konsistenteren ,,Kern“, auBerdem scheint es sich 
spiiter um den EiweiB-Eigelb-,,Nabel‘‘ zu konzentrieren. (Tab. V, 2). 

Untersucht wurden Priiparate vom 3./6. 7./9. 12./15. 20. Bebriitungstage 
und von unbebriiteten Eiern. Der Stickstoffgehalt steigt bis zum 6./7. Tage 
an, um dann wieder abzusinken, wihrend die red. Gruppe zwischen 10,6 
und 11,1°/, wihrend der ganzen Bebriitungszeit einen konstanten Wert be- 
hilt. Ungewéhnlich starke Schwankungen zeigen aber die Hexonbasen mit 
einem Maximum am 8. und 15., einem Minimum am 9./12. Tage. Der erste 
Anstieg findet statt vor allem als Folge der starken Zunahme an Arginin 
und Lysin, die beide um etwa 50°/, ihres Wertes steigen, wihrend Histidin 
nur um weniger als ein Drittel anwichst. Das Minimum am 9./12. Tage 
geht ungefihr zu gleichen Teilen auf Kosten der 3 Hexonbasen, die dabei 
jede etwa um 50°/, abnehmen. Wenn nun zum 15./20. Tage hin der Gehalt 
an Hexonbasen wieder stark wiichst, so geschieht das hauptsiichlich dadurch, 
daB das Histidin vermehrt wird. Der Amino-N wiichst im Ganzen von 
7,61 auf 9,29°/,. Der Anteil an Tyrosin und Tryptophan wechselt ebenfalls 
und zeigt nach einer starken Verminderung beider am 6./7. Tage eine Ver- 
mehrung iiber den Ausgangspunkt am 9./12. Tage; dann ein Divergieren, 
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indem das Tyrosin ungefihr konstant bleibt, wihrend das Tryptophan 
wieder sein Minimum yom 6. Tage erreicht. Diese Anderungen sind in 
mancher Hinsicht denen iihnlich, die im Embryo vor sich gehen. Es soll 
festgehalten werden, daB fiir die Bestimmung der verschiedenen Amino- 
siuren jeweils andere Methoden angewandt wurden, die alle solche Ver- 
schiedenheiten ergaben, so daB also der Einwand, es handele sich um 
Unterschiede, die der Methodik zur Last gelegt werden miibBten, nicht stich- 
haltig ist. 

Wenn man die Globuline (Tab. V, 3) des Eiklars im Gesamten fiillt 
und analysiert, so ergeben diese Analysen schon bei verschiedenen Portionen 
unbebriiteter Eier verschiedene Werte. Das kommt zum Teil daher, daB die 
verschiedenen Globulinfraktionen, die wir nach ihrem Verhalten der Dialyse 
und fraktionierten Fiillung gegeniiber als Euglobuline usw. bezeichnen, in 
ihrem Mengenverhiltnis zueinander wechseln. Und da diese Globuline, wie 
Tab. V, 3 zeigt, in ihrem Aufbau aus Aminosiiuren Unterschiede aufweisen, 
so wird klar, daB die Werte im unbebriiteten Ei, die wir als Ausgangs- 
punkt zu nehmen pflegten, nicht konstant sein kénnen. 

Aber die Verinderungen, die bei der Bebriitung vor sich gehen, ver- 
laufen doch in ganz anderer Richtung. 

Sendju’) stellte fest, daB am 3. Bebriitungstage der Tryptophangehalt 
im Gesamtei auBerordentlich stark abnihme. Wir finden das weniger fiir 
die anderen Proteine, aber ganz deutlich fiir die Kiklar-Globuline bestiitigt. 
Am 3. Tage enthalten sie nur noch eine Spur Tryptophan, bekommen es 
aber im Laufe der Bebriitung wieder, so daB sie am 15. Tage, an dem sie 
zuletzt nachweisbar sind, ungefihr ihren Ausgangsgehalt wieder erreicht 
haben. Die weitere Untersuchung zeigt hier nun fast iiberall eine ganz 
auffillige Parallelitit in der Zunahme und Abnahme, indem grébte und 
kleinste Werte fiir die verschiedenen Baustoffe, wenn auch in verschiedener 
Hohe an den gleichen Tagen liegen. N-, Amino-N-Gehalt, Hexonbasen, 
Tyrosin und Tryptophan zeigen ganz deutlich ebenso wie das Tryptophan 
am 3. Tage eine ziemliche Abnahme, am 6./7. Tage ein neues Maximum. 
Dann sinkt der reduzierende Anteil gleichmiBig, der N-Gehalt steigt stark, 
wihrend Amino-N zum 9. Tage hin abfillt, um dann spiiter gleich zu 
bleiben. Dagegen verhalten sich Hexonbasen und Tyrosin ganz wie das 
Tryptophan; sie steigen nach einem neuen Minimum am 9. Tage erneut an. 

Die Veriinderungen des Hexonbasengehaltes kommen nicht durch 
gleichméBige Verschiebung der 8 Aminosiiuren zustande. So wird der 
starke Lysinabfall am 3. Tage, teilweise durch die Zunahme von Arginin 
und Histidin ausgeglichen. Die Werte fiir das Lysin bleiben weiter etwa 
gleich und der neuerliche Abfall im Hexonbasengehalt wird durch Absinken 
des Histidins bei langsam steigendem Arginin erkliirt. Die erneute Hexon- 
basensteigerung am 15. Tage wird allein wieder durch das Histidin hervor- 
gerufen. 

Bei den Globulinen des Eigelbs (Tab. V, 4) miissen wir zwischen 
denen des fliissigen und des konsistenteren Dotters unterscheiden. 

Sie sind, wie man aus den Tabellen ersieht, schon urspriinglich anders 
zusammengesetzt als die Globuline des Eiklars, indem sie weniger Hexon- 
basen bei gleichmaBigerer Verteilung der 3 Komponenten (also mehr Arginin 
und Histidin, weniger Lysin als im LEiklarglobulin), weniger Tyrosin, 
Aminostickstoff und red. Substanz enthalten. Am 3. Tage erfolgt in beiden 
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Dotterglobulinen, aber stiirker im Globulin des konsistenteren Dotters, eine 
Zunahme der Hexonbasen vorwiegend wohl infolge Vermehrung des Lysins. 
In diesen Tagen finden wir solche Veriinderung im Eidotter mehrfach. Der 
6./7. Tag fiihrt dann wieder zu einem Absinken des Hexonbasengehaltes, 
indem das Lysin und Histidin entfernt wird, gleichzeitig erfolgt eine 
Steigerung des freien Amino-N. Am 9./10. Tage ist der Hexonbasenanteil 
etwa der gleiche wie vorher, aber es erfolgt innerhalb der 8 Komponenten 
eine Verschiebung zugunsten des Arginins, die jedoch am 18. Tage riick- 
giingig gemacht ist, so daB am Ende der Bebriitung das urspriingliche Ver- 
hiltnis der 3 basischen Aminosiuren wieder hergestellt ist. Die Werte fiir 
die ,,Kohlehydratgruppe“ bleiben fast ganz konstant, wihrend beim Tyrosin 
eine geringe Steigerung, beim Tryptophan miiBiges Absinken ihres Gewichts- 
anteiles erfolgt. 

Von den Globulinen (Tab. V, 4) im fliissigen Dotter konnte nur das 
des 3. Tages getrennt von dem des konsiste ynteren Dotters untersucht werden. 
Es zeichnet sich durch einen besonders tiefen N-Gehalt und weniger Arginin 
vor dem entsprechenden Globulin des konsistenteren Eigelbs aus. Uber 
ihren Hexonbasengehalt, der ebenfalls bedeutend niedriger ist, wurde schon 
berichtet. Leider war die vorhandene Menge so gering, daB andere Be- 
stimmungen nicht gemacht werden konnten und so fehlt auch die Trypto- 
phanbestimmung, die gerade fiir den 3. Tag wichtig gewesen wiire. 

Die Albumine des Eiklars und abgewandelte Albumine (vgl. Tab. V, 5). 
Wiihrend bei den bisher betrachteten Proteinen bereits am 3. Tage weit- 
gehende Anderungen zu erfassen waren, ist das hier weniger der Fall. 
Trotz der starken Wasserverschiebung ist die groBe Albuminmasse im Ei- 
klar noch unbewegt und zeigt erst mit dem 6. Tage stirkere Veriinderungen, 
charakteristischerweise mit dem Beginn des Wasserriicktransportes. Man 
kann annehmen, daB jetzt Fermente aus dem Eigelb mit zuriickgebracht 
werden, miglich wiire aber auch, daB die bekannte Anderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration oder der Salze eine Wirkung ausiibte, oder alles 
zusammen, was auch das verschiedene Verhalten von Globulin, Eichholz- 
schem Ovomuzin und Albumin erkliiren kénnte. Wir betrachten zuerst das 
reine Ovalbumin, spiiter das Conalbumin. Wie gesagt, ist am 3. Tage eine 
wesentliche Anderung noch nicht eingetreten; am 6. Tage konnte ein Vor- 
gang gefunden werden, der in verschiedener Hinsicht interessant und neu 
ist. Aus der wiBrigen Lésung des mit Ammonsulfat und Essigsiure vor- 
schriftsmiBig gefiillten Albumins, nach der Abtrennung des Globulins, fiel 
iiber Nacht ein EiweiBstoff aus, der nachher in Salzlésungen nur unvoll- 
kommen wieder léslich war. Er machte ungefihr 10 °/, der Gesamtalbumin- 
menge aus. Wegen seiner Unldéslichkeit in reinem Wasser war er offenbar 
von ,,globulinartigem Charakter“, obgleich ich daran festhalten méchte, daB 
sonst beim Vergleich der Mengen beider Substanzen eine Abspaltung von 
Globulin aus Albumin nicht wahrscheinlich ist. Die Bestimmung der ver- 
schiedenen Baustoffe dieses Proteins und des in Lésung gebliebenen 
Albumins zeigte, wenn man nur die Summe beider betrachtete, nach dem 
Grewichtsverhiiltnis umgerechnet sehr iihnliche Werte wie beim Albumin 
des 3. Tages; getrennt aber ein Divergieren, indem nimlich in dem ,,ab- 
gewandelten® Albumin die Zahlen fiir alle 3 Hexonbasen und fiir das 
Tyrosin héher lagen; umgekehrt niedriger bei Annahme der entsprechenden 
Werte des 3. Tages lag Gesamt-N und freier Amino-N. Spiegelbildlich 
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dazu verhielt sich das ,,natiirliche* Albumin; nun ergab aber die Trypto- 
phan- und die Bestimmung der red. Gruppe, daB doch auch im Ganzen 
schon Veriinderungen vor sich gegangen waren, indem bei beiden Sub- 
stanzen erstere Werte niedriger, die anderen hoéher lagen als die an- 
genommenen Vergleichswerte. 

Um eine spiitere allgemeine Ubersicht nicht zu stiren, sei noch vor- 
weggenommen, daB auch am 12. Tage, und zwar in der bedeutend gréberen 
Menge von etwa '/, des Gesamtalbumins ein Protein abgespalten wird, 
welches sich eher wie eine Albumose verhiilt und auch schon yon Pott!) 
beobachtet wurde. Dieses ist viel schwerer koaguabel und fiillt erst beim 
Eindampfen der Lésung heraus; es bleibt also ein Gegenstiick zu dem 
Albuminabkémmling des 6. Tages, auch in seiner Zusammensetzung. Es 
ist seinem ,,Mutteralbumin“ viel iihnlicher, zeigt sehr ihnliche Werte fiir 
Gesamt- und freien Amino-N, sowie fiir die Hexonbasen. Aber bei diesen 
im Einzelnen finden wir bedeutende Unterschiede: niedrigeren Arginin- und 
Lysingehalt bei um mehr als das Doppelte vermehrter Histidinmenge. Line 
starke Abweichung zeigt noch das Tyrosin, das in der Albumose im Ver- 
gleich zu dem normalen Albumin fast auf das Doppelte vermehrt, und das 
Tryptophan, das stark vermindert ist. Wenn wir aber ihrem Mengen- 
verhiltnis entsprechend aus ,,Normal“-Albumin und der aus ihm entstan- 
denen Albumose das Mittel nehmen, so ergeben sich wiederum Werte, die 
von den vorhergehenden und in der Reihe folgenden nicht erheblich ab- 
weichen. Wenn man auch wohl fiir diese Albumosebildung Fermente ver- 
antwortlich machen mu8, so doch viel weniger fiir die Umbildung am 
6. Tage, bei der uns eher ein gliicklicher Zufall einen Teil der verschiedenen 
Aminosiiurekomplexe in die Hand gespielt hat, deren Summe das Albumin 
ausmacht und die man in besonderen Fiillen genau so abzutrennen vermag, 
wie gewéhnlich immer etwa das Conalbumin. 

Beim Uberblick iiber die gesamten Veriinderungen im Ovalbumin er- 
gibt sich folgendes: Der Anteil der reduzierenden Gruppe nimmt bis 
zum 7. Tage zu, dann wieder stetig ab. Der Amino-N nimmt zum 12. Tage 
hin langsam ab, dann wieder mindestens bis zu seinem Ausgangswert zu. 
Ahnlich verhilt sich der Gesamt-N, der nach anfiinglicher Konstanz eben- 
falls vom 12. Tage ab zu steigen beginnt. Der Gesamt-Hexonbasen- 
Gehalt zeigt im Ganzen gesehen eine gleichmiibige, gegen Ende der Ent- 
wicklung sich besehleunigende Steigerung. Dabei verhalten sich die ein- 
zelnen Komponenten dieser Gruppe ganz verschieden. Lysin und Arginin, 
die zwar stetig geblieben, oder etwas angestiegen waren, nehmen gegen 
Ende der Bebriitung stark ab, wobei die Vorgiinge, die wir als Abspal- 
tungen vorhin kennenlernten, nur eine untergeordnete Rolle spielen, weil 
diese sich erst nach dem 12. Tage wesentlich bemerkbar machen. So 
kommt es bei gleichbleibendem Hexonbasengehalt infolge der Abnahme von 
Lysin und Arginin zu einer Anreicherung des Histidins. Diesen Vorgang 
werden wir noch 6fters beobachten. Die Werte fiir den 18. Tag sind nicht 
ganz maBgebend, weil hier lediglich die Summe von Lysin und Histidin 
bestimmt wurde, so da8 nicht sicher ist, ob wirklich auch am letzten Tage 
der Histidinwert allein weiter steigt, was freilich in der Linie liige. 
Tyrosin und Tryptophan zeigen auB8er den vorhin beschriebenen Ab 
weichungen nach oben und unten bis zum Ende hin eine ziemliche Kon- 
stanz in ihrem Anteil. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXI, 9 








at 
>) 
= 
o 
= 
) 
2 
5 
es 





. _ 0 
PUPIMIS}PUTVSAY) ULOA "/y (¢ 


cO'T 
FFT 





























‘poy =} -oyd Ary, ae 


“AY > 0/ 
N-juresaryy uI0A °/, (, 


eg‘¢ 
co'9 
86 
6c°¢ 


c9F 


16° 

6S°L 
C96 
cg‘9 
Os‘e 
€0°L 


‘ 
LLS 
| 
col 


9¢°L 


—_ 














Ws EasroeU)? A ViTeu ss, 
cone Ta e 


‘N-UIpyysIH, pun -ulsA7T UOA oWUING , 


£6°6 LLL | SIU‘FS | SSFT | 
*IZE | 99OL] L8°€S | SLT | * 
86°91 ae oges | Zest | °° 
* [EFS FO'SE | FO'ST ° 
«6FLI | 8S°9 | LOK | 9EST 


€L°L 














cs‘9 | Ig'L | 900% | 90°FT 
‘(qjesIgZ) UI[NQO[y “F 


€z°8 | E8°cs | OF LT 
os’s | 9L°ISZ | 9O°ST | °° 
os. | 99'F2 | SLFI | * * 
ee.9 | 6L°&Z | SS IT | * * 
cs‘Z | OL*S% | SI‘9I 
PLT | ZE°SS | IOFT 





LL‘OI 
€r6 
98°6 
¢s‘OI 
F9°L 
* 890% 





COLI | S6°E OL‘FS | SOFT | °° 


‘(1ePYIq) UI[NGO[H “Eg 


or6 | 266% | FI‘ZT 
C69 | OS‘ST | 82‘eI 
026 | 96°92 | Sa‘FI 
91'Iz | Ost] ¢z‘or | SFT 
COFL | 26S | ES'Ls | €O'ST 


“(uyNqoTD) ZLOY For -urznwoa 
«LIZ | 036 | 1608 | e6'eI 
*O8'ST | oo’. | SE'es | FS°EI 
68'S | ZHL | SHE | SOFT 
*ISLT | St6 | SI'Ls | 88‘SI 
‘qneyqi0ij0q ‘“4gnequsleyqosig 








266 
18‘8 
86'SI 
































USULULVsNnZ 





‘Uspi9OM JIOISATVUB UOUIUTESNz opvIedeIg o1oIqoU gep ‘uBR 4yqry (, 


ie es oe oe oe SS qoyn1qeq OSVI, 02/81/St 
19}}0q, UeSIssniy ut “< 21/6 


"so + 2 6 2) > epemeeee ose y, L/9 
uoysey “ ” . .. 


* 10930Q] UdZISsN]F WI yoynAqoq odvY, g 
ye a ee seynzqequy) 


. «6 


urungyy yur 2 cI 
. . . . . . ee «é 6 

. . + . + . . 7 “é OSI, L/9 

° . . . . 7. . Ee} N.Ig oq Sey, ¢ 


uossey Jol [ua] Vjossne 4yyoru osAT VIC “q ‘ 
-opue IOI 


UeT[ejossne osATeICT 1oq - 
tore ee eee 2S qoqnaqequy 


04/1 
‘“é 21/6 
qoyNIGeq ee, 2/9 
* goyniqeq ose], ¢ 
" * *  goynaqequy) 


“é 


qoyniqequn “ynevyq19430q 
yoynIGQeq BY, °0Z/"R1/"ST 
‘(,gegnAgeq Bey, °6/*L/"9 
"so + + gagnaqequy 





(<N 


N-arp 


4)-ouruly | -4sq 





N N-ulu | Ny-Uoseq 


fn N ° 
-ulsA’y | -Id1y | -uoxoy] ** /° 





“A 911998, 





‘N-UIpIystH] puN -utsA7T UOA OTITING , 


029 > | Ost CES OOE | O8FI ; t $3 ; 0% 
oL‘e 6 | SOIT | SL‘9 F9'IS | 6ST fe a 
0c‘s | S9CT | (OF L 91'S | OFT CT 
06'S '+9S6I | 169 eo'9S | (OSFT a cl 
oe +I€‘8T | 62°OI 098% | F2°9T re 
0¢‘8 | | 9L°ST | 09'8 90°0E | OO'ST 4/9 
06'F 3 _ GO'ST o9F O08 | OTST “ uoquaqstsuoy “ L/9 
Os> | | | | 00°9T LOS | $682 SEIT | ta90q wosresnIy wT 409nIG0q a8RL, € ‘ 
os‘9 | | | | QL‘LT 08F LESS | «69‘ST "+ * gayniqequy & 
-(qq939) tet. 


« [1's CEN | ES*8Z 6oFT > = 
SF9 | Sots | SF FT “6 
cos ZL°GS LOFT . . . . “é “é L/9 
6L°¢ 8E°9S LOFT qoyniqeq oS¥y, ¢ 
ELS $992 ¥6F1 ee in 
86°¢ 0€°8 £9°FI Woo “ 
#26 =| 96°6S cE F1 "ss ss gagniqequy) 
‘uluinq[eUuog ‘9 
FF | 9°63 | OOLT 
| €8°Ss OF LI ulNqoy) Lb “2 
| O's €6‘ST * * gsoumnq[y 
| SFG 69ST ats 
89°F 09ST ; i 
06°E2 ZL‘ST 7 8 6 . ¢ # «6 q0yn.1qG9q o3vy, L 
(821'S 184) SNVIOY JOSIE MA FUT FTES 
GL‘8 ¥6F1 9 
11°02 C6‘CT > a 
68°CS FCT qoyniqeq oBey, ¢ 
CE‘ZS CFC + & @ “6 
| OL OFS OF9T " * * goynaqequ/) 
‘(gremrg) Urunaiy “9 ‘A 


31 


] 





“ 
4 


iweibstoffe usw. 


E 
































— 
® 
=} 
f=] 
5) 
oman 
re) 
= 
— 
Roa 
- 
oS 
= 
o 
=| 
a 
S 
<5) 
&0 
f=) 
S 
oka 
= 
—s 
m 
he 
Q 
_ 
S 
— 
— 














= = 
-outuLy = Nousay sage N °/o 











. “le sIqoEMon N- qm WOoA °/, 








-(Sunz30s}10 DA O11 4 ¥ A, 











a TT Ti 


“Ky sor 0/ ° sATeue uc avsnz o7vIede o1010: 2p ‘uw 4qr 
"POIMaDzUTBSAx) WIOA %/o (¢ N-juresary uI0A 9/9 (; UdpIOM JIOISATVUB UOULUTYSNZ OFBIE deig o1orqout gep ‘uv 4qiy (; 











/ 


*‘qyoIMosyUIRsoX) WHOA °/, (, "N-guresoxyy WIOA °/, (, 

"N-UIPIysSIHR pun -utsA7T UOA oN, , _ 

Oss + CCF FLSI €8‘OI Z1‘8S 7 8 8 UNYTSFTA 
1) aS g o9'F 1€‘8Z EL‘é 99°9€ uITNGOT)—-q]esIq 
so *8S1S | «81S F801 CPCE " * * uyNqo[yy 
«LZCS | x LZ'Ss 1Z'8 SFE urMNg,Y—q [est 

*60°CS | x 60°CS C3°S FE‘OE *  uluanq]euoy) 
08'S LE‘ €8°¢ 96°OI 869 LL‘'IZ " * * urTmnqg[y 
qoyniqeq o5ey, L 
































‘Usqioysosqe osey,*Z Wop Yoru ‘1oIyq °6 


~- 99‘I ce‘¢ Z1‘9 CE‘L O's LOO SFZI See a ae 
Cge‘o 16‘T 09‘¢ EF 09ST 61 Zack Os‘sI alee < 2/8 % ee 
— LET OF Z1‘'8 ZO'L IFS CS'LZ IFS i JasISsN |} 6 
F280 OFT oss 6FF FoF 06°01 966% LOST 10}j0Q] JayUeysIsUuOy 6 
ocrO cel OFS 88‘F SLFT Os‘II L6‘0E *6'EI * + * Jaqqgopzyureser) 


_ «68°S « 68°SS OFT 66°9E FFST " JosIssn{j 

Z9C‘O cg'T cg‘ 6c°¢ 96ST 1S‘OI FL‘Ie OF'SI 1a}}Oq] 103U94sISUOx 

ILO £60 Os‘ 68‘ CL‘ST 9F6 61'LZ F9'IT ie | 
Les‘0 cl‘T c9S ¥8'F ICI OF TT LOTTE IZ‘SI 7 * 5 * § JasIgo 4aMTOIITTT 
CLO’) #2'T ces CCF #8‘CI 89OI FLITE 98‘ZI PP Oe eee ” 
CEt‘O) 90°T 96'T Ce‘F COFT ZRII TEI ZOTI = 
1¢¢‘0 co‘) Lo'E 6S°8 #6'E CL‘CT CSI 9¢°ZE OLS 


‘UITTPITA “S°A 


wd 
>) 
= 
@ 
= 
) 
- 2) 
S 
23 





























* yoynaqequy) 





(,aoqd | oddniy| ueyqd , (IN N eee N N-uaeseq me 
- -soud ‘poy =| -oyd Ary, el -OUIMLY | -UTpPIysT, NoUsA'T -ululsiy | -uoxoy NX “/o 
ae | 




















‘(SuNZJeswIO) A PT[IqQBy, 





= 


4 
m 
> 
eo 
= 
= 
m 
pe 
o 
e 
<>) 
— 
o 
= 
=} 
jor] 
= 
s 
—_ 
on 
eo 
> 
m 
os 
= 
jo) 
2 
a] 
a 
2 
a0 
= 
= 
a 
Y 
= 
m 
he 
eo 
~ 
5 


c 6 
0c’s 
OS'F 
Ce 

OL 


09 








09'T 
60'T 








Is'¢ 
88"¢ 


CFI 
tt¢ 


#8'S 


OF'9 


co'9 
#09 
6o°¢ 
Ogg 
16¢ 
6¢¢9 
CSL 








‘ZWOLMOD}UIVSOF) WIOA °/, (, 


‘N-UIpPIst, pun -ulsA7T UOA OUTING , 


FE F 
838 


GS OL 
I¢ 1 
GL0G 
IZ's 
*6U8T1 
€COl 
oS'OL 


LIU6 
I'L 


SE9I 
LEST 
00°61 
LE FI 
* 6081 
10°9 
COCI 





IL IT 
I¢€'s 


‘usuoAIGUg Jop 


cl9 
9L'F 
SIUaM 
ce'9 
€8'8 
ELL 


866 





‘udgneygyyonig pun usuodiquy 


£09 
6E°¢ 
LOS 
FOS 
F8°L 
£e's 
cU8 
ch 9 








G16 
80¢ 
696 
06°6 
OL‘9T 
L891 
LeIT 
6¢ FI 


c9'E1 
oUt 
6c°E1 
86°OI 
06ST 
LOST 
89 €1 
LUFI 





‘usu0AIQGUy 


Iss 
St'6 
F001 
819 
F9'L 
8oL 
E16 
I¥'6 





nara GA 


GG 6G 
OL'ES 
ulopog 


CLiCE 
FO FE 
GL 6E 
€9°6¢ 
GO LE 


LO FG 








Clee 


9FJOISGFIOMIG OYOI[SO'T 


Coe 
69° LG 
COTE 
90°LG 
FG OF 
GS 9E 
SE FE 








L8*LE 
‘OTA 





eaten | 
Is‘¢I 
“SI 

EST 
Z6°ST 
9L‘CT 
ST‘9T 
OLST 
I8‘9T 
CcL‘9l 


roca a | 
OF'IT 
FSI 
FEI 
LF FI 
CLFI 
OTF 
LL FI 








Cc 


*N7-}uleser) UWIOA *lo (1 


" * *BRL “06/81 
. a * 2 a ae 


~ 


qyeijxoojyney oni “Sey ‘Oz/*ST 
ys ss uTUMayy 
i bin ed be 
*projgoidoapny ‘usuodAiqmigg “Sey, ‘0z/*ST 
"oss uTUNgQTy 
* U~NQOH 
proqzoidoajponN ‘uouodIquIgG “Sey, “CT 


‘II 


‘ agneqygonig =“ *0/"8T 
purysyoniusuoAiquing “Sey, ‘0z/*ST 

"  * oyneqygonig ** ee | 
purysyonsosiguigg =“ -  ? 

* * egneqzgoniy “ 7 ae 

" * + *yauodiquMigg MN ‘Sey, ‘ZT 

ms i DBL, “6 
ayneyYonig ‘n oAIQquiozuIesayy “BVT, *L/*9 








(IN N 
-outuly | -uIpIystyy 


(,oddniy}| ueyd — N N-uoeseq ] _— 9 
‘poy | -oyd Ary, mynOrAy, N-UISA'T -UIUIDSIY | -uOxoRy N */o 





‘(SUNZYSHIOT) A IT[AQRY, 




















134 E. G. Schenck, 


Das Conalbumin (Tab. V, 6): 2 Hydrolysen, die mit Conalbumin un- 
bebriiteter Eier verschiedener Herkunft durchgefiihrt wurden, ergaben un- 
gleiche Werte, so daB das mittlere Ergebnis als Ausgangspunkt genommen 
werden soll. Charakteristische Unterschiede gegeniiber dem Ovalbumin 
sind: niedrigerer Gesamt-N; hdhere Werte fiir red. Gruppe, Tyrosin, 
Tryptophan und Amino-N; héherer Hexonbasengehalt, und zwar so, daB8 bei 
annihernd gleichem Arginin- und Histidinwert Lysin vermehrt erscheint. 
Im Laufe der Bebriitung bleibt nun der Gesamt-N ungefihr gleich, wihrend 
der Anteil der red. Gruppe stetig abnimmt. Beim niedrigsten Tryptophan- 
gehalt am 6./7. Tage héchste Tyrosinwerte. Ein Maximum des Wertes fiir 
freien Amino-N liegt am 8. Tage mit 14,22°/,. Solche Werte wurden am 
6. Tage auch im Dotteralbumin gefunden. Bis zum 9. Tage besteht eine 
Verminderung der Hexonbasen vor allem auf Kosten des Lysins, wihrend 
Arginin und Histidin nach einem Gipfel am 6./7. Tage im Ganzen nur 
etwas steigen. Zwischen dem 9. und 12. Tage wird eine starke Zunahme 
der Hexonbasen gemessen, von der nur das Arginin unbeeinfluBt bleibt. 
Hier bleibt ungewiB, weil lediglich die Summe Arginin und Histidin fest- 
gestellt wurde, ob daran vor allem das Lysin beteiligt ist, welches zwischen 
dem 17. und 9. Tag bereits wieder zunimmt, oder ob wie sonst oft das 
Histidin vorherrscht. 

Da8B wir beim Albumin des Eigelbs (Tab. V, 7) zeitlich und 6rtlich 
2 Phasen zu unterscheiden haben, wurde bereits angedeutet. Zeitlich in- 
sofern, als infolge des fast vélligen Verbrauchs des Albumins im Eidotter 
zwischen 9. und 12. Tag keine Beziehung zwischen dem vor- und nachher 
im Dotter feststellbaren Albumin zu finden ist, welch letzteres sich vielmehr 
vom Eiklaralbumin ableitet. Réumlich insofern, als wir zwischen 38. bis 
6./7. Tag fliissigen und konsistenteren Dotter und in diesen beiden Albumin 
zu unterscheiden haben. Schon das Eigelbalbumin unbebriiteter Eier dihnelt 
in seiner Zusammensetzung nicht den Eiklaralbuminen. In manchem, im 
Gesamt- und Hexonbasen-N, im Histidin, Tyrosin und Gehalt an reduzieren- 
der Substanz zwischen Ovalbumin und Conalbumin liegend, hat es doch 
weniger Arginin und Tryptophan, aber bedeutend mehr Lysin. 

Wir betrachten zuerst die Verschiebungen im Albumin des flissigen 
Dotters, die wir am 3. und 6./17. Tag verfolgten. Von vornherein ist hier 
der Hexonbasengehalt héher als im unbebriiteten Ei; eine gewisse Ahnlich- 
keit mit dem Eiklarconalbumin, aus dem dieses Albumin hergeleitet werden 
kann, besteht auch im Arginin, Lysin- und Tyrosingehalt. Auffallig ist 
das starke Absinken im Tryptophangehalt, der am 3. Tage nur 0,19°/, be- 
triigt. Die Veriinderung zum 6. Tag hin besteht in der Vermehrung des 
Gesamt-N, des Amino-N, der Hexonbasen, des Tyrosins und der red. Gruppe, 
wihrend Tryptophan nur auf 0,62°/, steigt. Innerhalb der Hexonbasen 
wiichst hauptsichlich das Histidin, wihrend Lysin sinkt. 

Wir wenden uns zu den Befunden im konsistenteren Dotter. Die 
Anderungen, die wir verfolgen kénnen, sind: Anwachsen des Gesamt- und 
Hexonbasen-N, darin vornehmlich des Arginin-N. Abnahme des Tyrosins, 
Tryptophans und der reduzierenden Gruppe. AuBergewoéhnlich stark ist in 
beiden Dotterportionen das Ansteigen des Amino-N. Das Dotteralbumin 
des 15. Tages, das neuzugewanderte, gleicht nicht etwa dem Eiklaralbumin 
vom 12. Bebriitungstage. Bei der Wanderung miissen Verinderungen vor 
sich gegangen sein; es kénnte die Summe sein von Ovalbumin und Con- 
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albumin. Jedenfalls zeigt es gegeniiber dem Eigelbalbumin der ersten Phase 
eine Abnahme des Gesamt-N, des Amino-N und des Hexonkasen-N auf 
Kosten des Arginins. Diese Linie wird bis zum 18. Tage etwa beibehalten, 
der Hexonbasengehalt sinkt stark (wohl infolge der Abnahme von Lysin 
und Histidin). Der Gesamt-N steigt, ebenso der Anteil des Tyrosins und 
Tryptophans. 

Wir haben nun schon mehrfach bemerkt, daB der letzte Rest eines 
Proteins vor seinem Abwandern oder Verschwinden eine charakteristische 
Veriinderung erfihrt. So auch hier. Der Hexonbasenabfal! war erfolgt, 
wihrend sich die darstellbare Albuminmenge nur unwesentlich jinderte, 
der jetzt folgende starke Anstieg geht einher mit starker Verminderung der 
Gesamtmenge. Er erfolgt vornehmlich, indem sich das Lysin vermehrt, 
aber auch Arginin und Histidin wachsen, nur viel weniger. Ebenso nimmt 
auch der Amino-N sehr stark zu und in geringerem MaBe die red. Gruppe. 
Eine Abnahme erfihrt Gesamt-N, Tyrosin und sehr stark Tryptophan. 

Obschon eigentlich zum embryonalen System gehdérig, soli hier doch 
das Albumin betrachtet werden, das man am 15. Tage im Amnionraum findet. 
Es zeigt keine charakteristischen Unterschiede, aber es stimmt sonst mit 
den anderen auch nicht iiberein. Man kann es nicht mit Sicherheit von 
irgendwoher ableiten (vgl. Tab. V, 7). 

Auch beim Vitellin (Tab. V, 8) wird die Erkennung von Veriinde- 
rungen dadurch erschwert, daB man, da bereits die Ausgangswerte ver- 
schieden sind, von einem mittleren Wert ausgehen mub. Zudem ist es 
wohl infolge seines Lipoidgehaltes schwer zu hydrolysieren. Die hierdurch 
entstehenden Fehler haben wir durch zahlreiche Analysen méglichst aus- 
zugleichen versucht, so daB man die hier angegebenen Zahlen verwerten 
kann. Verinderungen im Sinne einer Senkung des Gesamt-N, des Hexon- 
basen-N unter Beteiligung aller 3 Komponenten, des Amino-N und des 
Tryptophans, sowie einer Steigerung des Reduktionswertes und Phosphor- 
gehaltes sind schon am 3. Tage feststellbar. Noch nicht am 3., jedoch am 
6. und 9. Tage ist ein geringer Teil des Vitellins im fliissigen Dotter zu 
finden. Und so wie bei den anderen Proteinen diese vom Normalzustand 
stark abwichen, auch hier. Zuerst erfolgte gegeniiber dem noch ruhenden 
Vitellin am 6. Tage eine auBerordentlich starke Steigerung des Gesamt-N 
und Hexonbasengehalts, an welch letzterer hauptsichlich das Arginin be- 
teiligt ist, bei gleichzeitiger Senkung des Amino-N. Am 9. Tage ist es aber 
schon wieder anders. Sowohl gegeniiber der Hauptmenge des Vitellins, 
umsomehr natiirlich gegen das entsprechende des 6. Tages ist eine starke 
Verminderung der Hexonbasen eingetreten, die aliein auf Kosten des Lysins 
geht, wihrend Arginin und Histidin sogar noch vermehrt sind. AuBerdem 
finden wir einen hohen Tyrosinwert. 


Die Veriinderungen, die die Hauptmenge des Vitellins erfihrt, sind 
iiuBerst mannigfaltig. Der Hexonbasengehalt steigt stufenférmig auf einen 
héchsten Gehalt von 36,57°/, am 15. Tage, um dann zum 18. hin wieder 
auf etwa 31°/, abzufallen. Wahrend wir sonst die verschiedenartigsten 
Umwechslungen zwischen Arginin, Lysin, Histidin bei wechselnder Hexon- 
basenmenge beobachteten, ist das beim Vitellin nicht der Fall, vielmehr 
sind alle 3 Basen gleichméBig, wenn auch in verschiedenem AusmaBe an 
diesen Verinderungen beteiligt, so da’ man bei graphischer Darstellung 
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etwa parallele Kurven bekommen wiirde. Fast konstant mit kleineren Ab- 
weichungen bleibt der Anteil des Gesamt- und Amino-N. Dieser letztere 
bewegt sich immer zwischen 7 und 8°/,, um am 9. Tage einmal auf 9 °/, 
zu steigen. Tyrosin und Tryptophan zeigen beide ein Maximum am 6. Tage, 
das Tryptophan noch eins am 12. Tage, dagegen steigt das Tyrosin vom 
7. Tage gleichmiiBig bis auf fast 6°/, am Ende der Bebriitung. Auch der 
Anteil der red. Gruppe, der am 7. bis 9. Tage ein Maximum gezeigt hatte, 
steigt erneut gegen den 18. Tag. Fiir das Vitellin untersuchten wir auch 
den Phosphorgehalt und fanden, daB nach anfiinglichem Anstieg am 3. Tage 
ein Abfall mit dem tiefsten Punkt am 9. Tage erfolgt, spiiter kommt wieder 
ein gleichmiéBiger Anstieg etwa auf den Ausgangswert. 

Die Untersuchungen iiber das Ovomukoid sind aus friiher schon 
besprochenen Griinden am ungenauesten. Wir haben die ammonsulfat- 
haltigen Filtrate yom Albuminniederschlag 24 Stunden lang im Schnell- 
dialysator dialysiert, die Lésung dann eingedampft und mit Alkohol gefiilt. 
Es scheint, dab Ovomukoid mit herausdialysiert, denn zu verschiedenen 
Zeiten entnommene Proben ergaben verschiedene Werte. Deswegen habe 
ich mich nur an den Tyrosin-, Tryptophan- und Kohlehydratgehalt ge- 
halten. Das Ovomukoid unbebriiteter Eier z. B. zeigte nach der ersten 
Dialyse Werte von 0,29 °/, Tryptophan, 3,21 °/, Tyrosin und 15,3 °/, Kohle- 
hydrat, nach der zweiten dagegen 7,27°/, T'yrosin, 8,39°/, Kohlehydrat und 
kein Tryptophan mehr. Substanzen dieser Art, iiber deren Einheitlichkeit usw. 
nichts auszusagen ist, finden wir zu jeder Bebriitungszeit im Eiklar und 
Eigelb, im Amnion und im Embryo. Nach gleicher Behandlung sind sie 
immer nach der Alkoholfillung in Wasser wieder — nicht immer ganz 
klar — léslich, enthalten um 5°/, Tyrosin und 5—10°/, Kohlehydrat, meist 
kein Tryptophan. Wir haben diese Analysen nicht in einer besonderen 
Tabelle angefiihrt, da sie sonst nichts aussagen. 

Die EiweiBstoffe des Embryos und der Fruchthiute. (Tab. V, 10-12). 
Schon mehrfach wurde von mir an anderer Stelle betont, daB das Eiweif 
jugendlichen Gewebes durch einen héheren Gehalt an Hexonbasen vor 
anderem ausgezeichnet ist, und daB diese Hexonbasenvermehrung im Laufe 
der Entwicklung und Reifung allmihlich verloren geht. Auch unsere 
jetzigen Untersuchungen zeigen die Richtigkeit dieser Annahme, wenn auch 
infolge der Vielzahl von Proteinen ein Uberblick schwieriger ist als etwa 
bei den Protaminen und dem Globin. 


Wir sehen, daf am 6./7. Tag, an dem Embryonen und Fruchthiute in 
ihrer Gesamtheit zum ersten Male analysiert werden konnten, die Hexon- 
basen mit fast 38 °/, des Gesamt-N vertreten sind, mit einem héheren Werte 
also, als er je im DottereiweiB festgestellt wurde. Der Argininwert ist er- 
héht, auffilliger aber ist ein auBerordentlich starker Histidingehalt, wie er 
ebenfalls nie vorher gefunden wurde. Das sind neben einem hohen 
Tyrosin- und niedrigen Tryptophangehalt zuniichst die Hauptmerkmale des 
jiingsten embryonalen Gewebes. 


Wir haben von den Embryonen spiter die Fruchthiute abgesondert und 
auch Proteine herausgelést. Indem wir zuniichst einmal von diesen absehen, 
wollen wir zuerst die Eiwei8substanzen untersuchen, welche im Sinne der 
Wachstumskurve auch mengenmiBig am stiirksten hervortreten. Wir finden 
sie in den in 0,9 °/) NaCl-Lésung unléslichen Riickstinden der Embryonen. 
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Noch am 9. Tage werden Embryonen und Fruchthiute zusammen 
untersucht. Es zeigt sich, daB der Hexonbasengehalt vornehmlich auf 
Kosten des Histidins um etwa 3,5 °/, abgesunken ist, wihrend Arginin und 
Lysin mit geringer Schwankung nach unten fast unveriindert blieben. 
Ebenso nahm der Gesamt-N etwas ab, wiihrend der Amino-N wuchs. Am 
12. Tage kommt erneut eine Steigerung der Hexonbasen um fast 2°/, zu- 
stande, die allein und verstiirkt wieder dem Histidin zugute kommt, da 
Arginin und Lysin weiter sinken. Nun wird zwischen dem 12. und 15. Tage 
die Kérpermasse des Embryo fast verzehnfacht und demgemiib sinkt als 
Ausdruck dieses Wachstums der Anteil der Hexonbasen um mehr als 9 °/,; 
von diesen entfallen 7°/, Verlust allein auf das Histidin, je 1°/, auf Arginin 
und Lysin. Hand in Hand damit geht ein Abfall des Gesamt-N, des 
Amino-N, des Tyrosins und der reduzierenden Gruppe, wiihrend das Trypto- 
phan auf etwa 1°/, steigt. Im ganzen embryonalen Gewebe ist der Trypto- 
phangehalt héchstens etwas iiber 1°/,. Bei dem weiteren Wachstum des 
Embryos bis zur Schlupfreife am 20. Tage hat es in der Zusammensetzung 
seiner Proteine groBe Veriinderungen erfahren, und zwar in der Art, dab 
die auffallendsten Merkmale embryonalen Gewebes allmihlich schwinden, 
das Histidin nimmt weiter stark ab, wiihrend Arginin und Lysin weitgehend 
vermehrt werden, so kommt es nochmals zu einer geringen Steigerung der 
Hexonbasen. AuBerdem sinkt auch der vorher hohe Tyrosingehalt ab, der 
Wert fiir das Tryptophan liegt wieder tiefer, auffiillig tief auch der Gesamt-N. 
Unveriindert sind die Werte fiir Amino-N und reduzierende Gruppe. 

Die getrockneten Fruchthiiute — wir analysierten getrennt die vom 
12., 15. und 18. Tage — zeigen charakteristische Unterschiede gegeniiber 
den Embryonen; sie machen deren groBe Umwandlungen nur abgeschwiicht 
mit, aber sie wachsen ja auch nicht so stark. Wenn am 12. Tage im 
Embryo der Hexonbasengehalt wiichst, dann auch bei ihnen, und zwar 
sogar auf 40°/, und das dadurch, daB sich neben dem Histidin, im Gegen- 
satz zu dem embryonalen EKiweiB das Lysin vermehrt. Auffiillig ist fiir die 
Fruchthiute ihr groBer Tyrosingehalt, der von 6,15°/, allmihlich auf 3,68 °/, 
sinkt. Auch bei den Fruchthiuten fillt wiihrend der Vermehrung der 
Koérpersubstanz der Hexonbasenanteil, jedoch nur auf 31,5 °/,. Arginin und 
Lysin verhalten sich anders als bei den Embryonen, zeitweise gegensiitzlich, 
vor allem kommt es aber nicht zu dem starken Sturz des Histidins zwischen 
dem 15. und 18. Tage. Das Tryptophan verhilt sich wie im Embryo, aber 
die reduzierende Gruppe erfihrt zuletzt noch eine starke Steigerung ihres 
Anteils. 

Von den léslichen Proteinen des embryonalen Kérpers untersuchten 
wir am 15. und 18./20. Tage je das Nukleoproteid, Albumin und Globulin. 
Sie andern sich in sehr sonderbarer und unerwarteter Weise. Zwar nicht 
das Nukleoproteid, in welchem das Absinken des Arginins und Histidins 
nicht durch die Steigerung des Lysins ausgeglichen werden kann, so dab 
der Hexonbasengehalt abnuehmen mub, ein Vorgang, der den oben beim 
embryonalen Wachstum besprochenen durchaus parallel geht. Das Globulin 
hat am 15. Tage nur 24 °/, Hexonbasen, bei denen die Lysinarmut auffillt; 
mit Arginin- und Histidingehalt weicht es nicht sehr vom sonstigen embryo- 
nalen Gewebe ab; héher ist Gesamt-N und Tyrosin, niedriger Tryptophan. 
Am 18./20. Tage zeigt das Globulin nun auf einmal 39°/, Hexonbasen-N, 
davon 20°/, Histidin und 19°/, Lysin, wiihrend Arginin nicht ausfiel. 
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Wesentliche andere Bestimmungen konnten infolge der zu geringen Menge 
nicht ausgefiihrt werden. Und in genau der gleichen Richtung gehen zur 
gleichen Zeit die Veriinderungen, die wir beim Albumin beobachten: An- 
steigen der Hexonbasen infolge starker Vermehrung von Lysin und Histidin 
bei Abnahme von Arginin, hoher Tyrosin-, niedriger Tryptophangehalt, 
nachdem er vorher (am 15. Tage) in seiner Zusammensetzung der Haupt- 
menge der Korperproteine sehr ihnlich gewesen war (vgl. Tab. V, 11). 

Die gesammelten léslichen Proteine der Fruchthiute vom 18./20. Tage 
zeigen dagegen keine solche plétzliche Abweichung; sie haben zwar auch 
etwas weniger Arginin und etwas mehr Lysin und Histidin, aber die Ver- 
iinderungen sind nicht so in das Auge springend. Dabei tiberraschend 
niedriger Tryptophangehalt (vgl. Tab. V, 11). Selbst die embryonalen Federn 
des 15. und 20. Entwicklungstages zeigen Verdinderungen, wie aus Tab. V, 12 
zu ersehen ist. Uber den Zusammenhang dieser Anderungen mit denen 
des embryonalen KérpereiweiBes soll spiiter berichtet werden. 


iY. 


In den folgenden Tabellen wird nun die Bilanz der Aminosiiuren 
und der Stickstoffverteilung aus der Gesamtzahl unserer Unter- 
suchungen gezogen, d. h. es wird auf 100 g Ei umgerechnet an- 
gegeben, wieviel an Aminosiiuren, Stickstoff und red. Gruppe in 
absoluter Menge und in Prozenten sowohl an jedem einzelnen 
der untersuchten Entwicklungstage, wie auch im Gesamtei und 
in den drei Systemen Eiklar, Eigelb und Embryo vorhanden sind. 


Solche Untersuchungen am Gesamtei und fiir einzelne Tage wurden 
schon einige Male durchgefiihrt. Abderhalden und Kempe’) fanden, 
daB wesentliche Anderungen in der Gesamtmenge des Tyrosins, Glykokolls 
und der Glutaminsiure nicht auftreten (unbebriitete Eier, 15 Tage bebriitete 
Eier). Plimmer und Lowndes’) sahen bei einer Zunahme des Diamino- 
siiure-N um 2°/,, worunter des Arginin-N um 1°, eine Abnahme des 
Monoaminosiuren-N um 4 °/, (unbebriitete Eier/15 Tage bebriitete Eier/Kiicken). 
Sendju‘) fand eine Abnahme von Tyrosin und Tryptophan, keine wesent- 
liche Zunahme der Hexonbasen. Dagegen stellte Russo*) im gewissen 
Gegensatz zu diesen Ergebnissen einen deutlichen Schwund von Arginin 
und Histidin fest. Diese Untersuchungen gelten, wie gesagt, fiir das Ge- 
samtei, nun fand Sagara”) betriichtliche Mengen freien Lysins und Arginins, 
kaum Histidin neben dem im EiweiB gebundenen im Hiihnerembryo, — 
wobei das Verhalten anderer Aminosiuren nicht mituntersucht wurde, — 
die bei unserer Aufstellung nicht mit berechnet werden kénnen, weil wir 
uns lediglich auf die Summe der in Proteinen gebundenen Aminoséuren 


stiitzen. 

Was zuerst bei der Betrachtung der Tabellen auffallt, sind 
die groBen individuellen Schwankungen in unserem ausgesucht 
gleichartigen Material, die man nicht nur im Durchschnittsgewicht 
des einzelnen Kis, sondern dariiber hinaus in der Stickstoff- und 
Aminosiiuren-Verteilung erkennen kann (vgl. z. B. die 3 Portionen 
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unbebriiteter Eier). Diese individuellen Schwankungen sind bei 
der Beurteilung von Vorgiingen am EiweiB die gréBten Fehler- 
quellen, so daB man sich am sichersten nur an groBen Zahlen 
und am Verfolg von Veriinderungslinien orientieren sollte. Dies 
erklirt wohl auch die Widerspriiche zwischen Russo und den 
anderen Untersuchern. AuBerdem méchte ich noch etwas anderes 
anfiihren: Die Ergebnisse der anderen Untersucher wurden an 
Gesamteiern gewonnen, die meinigen so, da das Ei in seine 
verschiedenen Eiweibstoffe aufgespalten, diese dann einzeln analy- 
siert und anteilmiBig zur Berechnung der Summe herangezogen 
wurden. Wenn also trotz der Aufspaltung in 8—12 Einzelstoffe 
und der unvermeidlichen Fehler dabei die Summen trotz der 
bedeutenden intermediiiren Verschiebung so gut iibereinstimmen 
und solche korrespondierenden Veriinderungen auftreten, dann ist 
das der Beweis dafiir, da&B man Methoden der Art, wie ich sie 
gebrauchte, anwenden darf, und daB das, was sie ergeben, wirk- 
lichen Veriinderungen entspricht. 

Neben dem EiweiBumbau geht nun der EiweiBabbau offen- 
sichtlich in zwei Richtungen vor sich: einmal findet eine vollige 
Aufteilung der Aminosiiurekomplexe in freie Aminosiiuren statt, 
die dann an anderer Stelle wieder in Proteine aufgenommen 
werden kénnen und auch aufgenommen werden, andererseits kommt 
es bei einer gewissen Menge von Eiweif zu einem irreversiblen 
Abbau, indem aus Aminosiiuren andere Stoffwechselprodukte ge- 
bildet werden. Seit den Untersuchungen Fridericias?*) hat 
man sich darauf geeinigt, eine Beteiligung von etwa 6°/, des Ei- 
weiBes an diesen letzteren Vorgiingen anzunehmen. 

Auf Grund meiner Untersuchungen halte ich den vollstiindigen 
Verlust am Eiweif doch fiir etwas gréBer, Aber es ist unmég- 
lich dariiber etwas Genaueres auszusagen, 1. wegen der individu- 
ellen Schwankungen, 2. wegen des Wasserverlustes, den wir fiir 
unsere Kier nicht feststellen konnten und der bei kiinstlich be- 
briiteten Eiern etwas geringer zu sein scheint, 3. weil es nicht 
bekannt ist, wieviel freie Aminosiiuren insgesamt im Hiihnerei 
auftreten kénnen. Das muB eine ziemlich betriichtliche Menge sein, 
denn wenn wir die KiweiBzunahme, die mit dem gréBten embryo- 
nalen Wachstum offensichtlich zwischen dem 12. und 15. Tag 
aus solchen erfolgt, um etwas weniger als 3 g finden, so entspricht 
das 0,38 g N auf 100 ¢ Ei (vgl. Tab. VI); davon entfallen allein 
im Embryo auf Lysin etwa 0,03 g N und Arginin etwa 0,05 g N, 
wenn man die Werte Sagaras zugrunde legt. Ein Sechstel 
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Tabelle  V' 
Aminosiure- und Stickstoffbilanz | ™ 
Unbebriit.| Unbebriit.|;Unbebriit.} Durch- | 3 Tage . 
0 0 0 schnitt 0 | bebriitet 
Durchschnittsgew. eines Eies | 63,7 56 63 61 61,2 
¢ KiweiB in 100g Ei. . . . 10,02 9,4 10,96 10,13 10,2 
gNin 100g Ei. ..... 1,38 1,388 1,63 1,499 1,378 
= 13,8°/, j= 14,8°/, [= 14,8°/, |= 14,8°/, j= 13,5°/, 
gy Hexonbasen-N in 100 ¢ Ei 0,360 0,358 0,416 0,390 0,334 
: 26,94.°/,| = 25,72 9/ |= 25,46 9/,| = 26,1°/, [= 24,2°/, 
¢ Arginin-N in 100g Ei. . 0,1230 0,116 0,128 0,122 0,111 
= 8,9°/) 8,35°/ol= 7,7°/o |= 8,34°/g = 8,1°/, 
g Lysin-N in 100¢ Ei. . . 0,180 0,190 0,225 0,198 0,158 
= 13,8°/, 13,6°/, |= 13,9°/, |= 13,77°/ j= 11,4°/,| @ 
yg Histidin-N in 100g Ki. . 0,058 0,0522 0,063 0,058 0,065 
= 424°/ i= 3,77°9/ j= 3,86°/j—3,96°/, i= 4,72°/, 
gy Amino-N in 100g Ei. . . 0,104 0,112 0,125 0,114 0,112 
: 7,566°/J— 8,08°/ i= 7,66°/J=— 7,76°/,'= 8,10°/, - 
gy Tyrosin in 100g Ei. . . 0,286 0,338 0,354 0,326 0,318 
= 2,86 °/o9|= 3,60°/oo) = 3,27 9/99] = 3,17 9/9} = 3,12°/5, i 
g Tryptophan in 100g Ei. 0,1517 0,1338 0,1590 0,1482 0,138 
= 1,52°/o9]= 1.45°/oo}= 1,46°/.°}= 1,47 */oo} = 1,85 °/o9 
g Red. Gruppe in 100g Ei . 0,520 0,472 0,605 0,532 0,537 
= 5,20°/9 co 5, 10° /o0 a 5,52°/o9 2a 5,22 °/o0 me 5,25 */o0 
Tabelle § Ys. 
Aminosauren- und Stickstoff- — 
Unbebriitet | Unbebriitet | Unbebriitet Durch- 
0 0 0 schnitt 0 ) 
g EiweiB in 100g Ei. . . . 10,02 9,4 10,96 10,13 
gy Kiklar-EiweiB in l00g Ei . 5,15 5,05 6,37 5,52 
= GL5*/, = §A*/, == §8°/, = §5°/, 
g Eiklar-N in 100g Ei. . . 0,81 0,83 0,975 0,80 
g Hexonbasen-N in 100 g Ei 0,192 0,187 0,224 0,201 
= 23,68°/, | =22,63°/, | =22,98°/, | = 22,76°/, 
g Arginin-N in 100g Ei . . 0,061 0,054 0,064 0,052 
= 748°9/,| = 6,5°/, = 6,55°/, | = 6,84°/, 
g Lysin-N in 100g Ei. . . 0,101 0,106 0,127 0,111 
= 12,5/, = 12,8°/, = 13,0°/, | =12,77°/, 
g Histidin-N in 100g Ei. . 0,0298 0,0275 0,0335 0,030 
= 37°/, = 3,32°9/,| = 3,43°/, | = 3,48°/, 
gAmino-N in 100g Ei. . . 0,065 0,0665 0,080 0,0665 
= 8,03°/, | = 8,00°, | = 8,22°/, | = 8,08°/, 
gTyrosin in 100g Ei. . . 0,190 0,198 0,218 0,202 : 
= 1,9/o 2.1% 99 | = 1,99% 9 | = 2,00 
g Tryptophan in 100g Ei . 0,099 0,088 0,112 0,100 
= 0,9%o | =0,93% 9 | = 1,039 | = 0,95°/0 
g Red. Gruppe in 100g Ei . 0,272 0,278 0,315 0,288 
= 2,72°%/o | = 2,449 = 2,87°%/o | = 2,8°/00 
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VI, 1. 
/ im gesamten Hiihnerei. 
6 Tage 7 Tage 9Tage | 12 Tage | 15 Tage | 18 Tage | 20 Tage 
be briitet bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet 
54,5 58,0 58,8 51 56 56 50 |" ) Yom 
8,58 8,78 9,15 7,35 10,28 8,83 7,68 — Ge- 
1,19 1.25 1,34 1,06 1 44 1,187 LOS samt- 
: 13,9°/, i= 14,3°/, |= 14,7°/, |= 14,5 lo [= 14,159/ |= 13,5°/, 13,3°/, |} eiweiB 
0,308 0,332 0,328 0,299 0,390 0,305 0,299 
26,08 9/,|= 26,5°/5 |= 27 8°/ {= 27,37 0/ == 27,15°/ |= 25,63 °/, |= 29,35°/, 
0,095 0,101 0,110 0,092 0,124 0,097 0,090 
: 8,02°/ |= 8,05°/, |= 8,2 "i= 87°), i= 866°/J— 8,13*/, 8,82°/ alo, . 
0,158 0,179 0,164 0,137 0,167 0,154 0,154 [L /o fom 
13,4°/ j= 14,39/, |= 12,2°/, [= 13,0°/, [= 11,6°/, |= 12,90°/, |= 14,93°/, Mewind \ 
(),055 0,052 0,054 0,060 0,099 0,055 0,057 ||” 
: 463°/ I= 4,2°/, i= 4056°/i=— 5,67°/i— 6,90°/J=— 4 ,60°/,|= 5,60°/, 
0,102 0,119 0,094 0,073 0,114 0,088 0,070 
- 8,55°/ = 9,55°/o]= 7,0°/9 [= 6,929/, [= 7,95°/)= 7 40°/, = 6,85 9/41) 
0,293 0,250 0,306 0,227 0,353 0,288 0,258 
- 3,43 °/go| = 2,84°/ 99, = 3,36 °/o9] = 3,08 °/o9) = 3,46 °/oo] = 3,27 °/ oo] = 3,34°/ oH] °/o9 Vom 
0,1060 0,113 - 0,154 0,133 0, 089 0,100 0,0687 jt Ge- 
1,23 °/ogi= 1,29°/ool= 1,68°/ogi= 1,78 °/oql== 0,99°/ ogi = 1,14°/o9]= 0,89°/ golf samt- 
0,523 0,583 0,614 0,378 0,464 0,505 0,462 eiweiB 
= 6,08 °/o9]= 6,65 °/9]= 6,75 °/ oo] = 5,17 °/oo| = 4,5 /o9 = 5,74°/ qo] = 6,04 °/o 
VI, 2. 
bilanz im Eiklar. 
3 Tage 6 Tage 7 Tage 9 Tage 12 Tage 15 Tage 
bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet bebriitet 
10,2 8,58 8,78 9,15 7,35 9,15 5 °/o vom 
5,15 3,98 5,10 5,52 4,23 0,48 Gesamt- 
50,5°9/, | =46,5°/, | =58°/, == 00,06°/,| — 58%, §,25/, | eiweil 
0,77 62 0,762 0,842 0,62 0,077 
0,183 0,136 0,181 0,205 0,147 0.0203 || 
23,77 9/9) =21,979/,| = 22,43°/, 24,28°/, | = 23,70°/, 25,97 °/, 
0,055 0,043 0,0575 0,060 0,045 0,0065 1} 5 /. vom 
7,15°/o = 7 00/9 _ 7,55 a 7,15 °/, 7,70°/9 8,45°/, “aioe 
: 096 0,070 0,100 0,107 0,068 0,0080 Ps, 
12,50°/g| = 11,40°/,} =11,80°/)| = 12,70°/, = 11%, 10,04°/, Riklar 
0,0317 0,022 0,0234 0,0362 0,031 0,0058 is 
4,12°/, = 3.57 °/, — 3,07°/5 = 4,43°/, 5,04.9/° 7,509, 
0,067 0,053 0,055 0,0610 0,0425 0,0062 
8,70°/,1 = 8,55°/,| = 7,22°/,| = 7,23°/, = 6,859/,| = 8,059, 
0,185 0,140 0,146 0,182 0,142 0,017 
82°99) = 1,63 °/ 99 = 1,67%o9) = 2°/00 = 1,93 °/o9 0,187°/oo}] 0 vom 
0,094 0,0434 0,068 0,0905 0,100 0,0053 '; aoa 
0 93 °/o9 =0, 505 */o0 a 0,77 °/o0 — 0,99 °/ 49 = 1,48 / 69 =0,058 °/,, preenrn 
0,255 0, 260 0.370 0.3850 0,255 0.0315 
2,52 9/ = 3.045 ,.) = 4,359 | = 4,23%9 | = 3,5%o9 | =0,345%, 
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Tabelle 
Aminosauren- und Stickstoff- |, 
Unbebriit./Unbebriit.;Unbebriit.| Durch- | 3 Tage 
0 0 schnitt 0 | bebriitet 
g GesamteiweiB in 100 g Ei. | 10,02 9,4 10,96 10,13 10,2 
g EiweiB im Dotter v. 100g Fi 5 4.08 4,64 4,49 4,85 
= 46,5 °/, = 43,3 °/o = 46,2°/, = 44°/, = 47,5°/, 
gN im Dotter von 100 g Ei ,538 0,533 0,611 0,561 0,574 
g Hexonbasen-N in 100g Ki 0,162 0,159 0,182 0,167 0,156 
== 30,18 °/,| = 29,75 °/,| = 29,65 °/.|= 29,86 °/,|= 27,05 °/, 
g Arginin-N in 100g Ei. . 0,060 0,056 0,060 0,0585 0,0515 
= 11,2°/) [= 10,5°/, [= 9,98 °/|= 10,56°/ |= 8,95 °/, 
g Lysin-N in 100g Ei... 0,076 0,081 0,095 0,084 0,078 
= 14,02 9/)|= 15,20 °/)|= 15,40 9/)]= 14,87 °/.]= 13,5 °/, 
g Histidin-N in 100g Ei. . 0,026 0,0216 0,026 0,0247 0,0265 
= 4,86°/ = 4,05°% = 4,27°/oJ= 4,40°%/ = 4,60°/, 
g Amino-N in 100g Ei. . 0,041 0,0433 0,042 0,0421 0,0452 
= 7,6% |= 8,07°/,|= 6,82°/|J= 7,83°/,|= 7,38°/, 
g Tyrosin in 100 g Ei 0,096 0,142 0,135 0,124 0,134 | | 
ex O/oo}= 1,51 oo] = 1,23 9/o9}= 1,23 Jog = 1,34 9/4, 
g Tryptophan in 100g Ei. . 0,0515 0,0444 0,0455 0,0471 0,050 
= 0,51 9/59{= 0,47 19/59] = 0414/59] = 0,46 9/9] = 0,50 9/,, 
g Red. Substanz. . .... 0,245 0,204 0,283 0,244 0,27 
= 2,45 Joo] = 2,17 /ogf= 2,6 Jog [= 2,4%Jo9 |= 2,77 oo - 
Tabelle VI 
Aminosauren- und Stickstoff- bils 
6./7. Bebriit.-Tag | 9. Bebriit.-Tag | 12. Bebriit.-Tag L 
anes a aeieenll memes an 
g GesamteiweiB ...... 8,68 9,15 7,35 P 
g EiweiB im Embryo. . . . 0,150 0,307 0,407 
1,73°/, = 3,35°/, = §,55°/, 
gN im Embryo...... 0,0225 0435 0,0569 
g Hexonbasen-N...... 0,0085 0,0149 0,0226 
37,87 °/, = 34,38°/, = 38,22°/, 
a 0,0021 0,00595 0,00442 
9,41°/, = 9,13°/, = 7,46), 
ae ee ee 0,0032 0,0050 0,0083 
14,17 °/, = 13,68°/, = 13,97 °/, 
gHistidin-N. ....... 0,0032 0,00355 0,0100 
= 14,29 °/, = 11,57°/, = 16,79 %/, 
@Amimo-N ....++s% 0,00144 0,00305 0,0036 
6,42 °/, = §,12°/, = 6,08°/, 
CEO © 6s he eee 0,0074 — 0,0218 
= 0,085 °/ = 0,295 °/, 
g Tryptophan. ...... 0,0012 — 0,00325 
= 0,0138 °/, = 0,044 °/, 
Cee. COND. 6s eee 0,0093 — 0,0250 
= 0,107 °/ = 0,340 °/, 











a) EinschlieBlich des Amnion-Albumins. 
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lle VI. 3. 
oft. pilanz im Eidotter. 
























































~ 6 Tage | 7 Tage | 9 Tage | 12 Tage | 15 Tage | 18 Tage | 20 Tage 
ret bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet | bebriitet 
8,58 8,78 9,15 7,35 10,28 8,83 7,68 | 0 \ Go. 
4 4,13 3,3 3,07 2,37 5,38 3,46 ie he 
/o 48%) |=37,7%y |= 33,5, |= 32,2%/, |= 52,2°) |= 39,5% [= 25% |f Sn. 
4 0,54 0,480 | 0,417 0,337 0,727 | 0,535 0,272 
wd 0,0165| 0,136 0,122 01150] 0,223 0,123 0,083 
"lo 30,46 9/| = 29,3 9/, |= 29,23 °/,]— 34,08 9/,] = 30,4°/, |= 22,95 9/,| = 30.5 °/, 
oy 0,050 0,0408] 0,047 0,0375| 0,0685} 0,04 0,026 Ho, vom 
"lo = 9.24%] 8,50/o)= 11,10 %/}= 11,18 = 945°) —= 7,45] = 9,5 || 
5 0,085 0,075 0,054 0,060 0,106 0,063 0,044 |i ot .N 
Yo | | | =15,80°/o]= 15,6 %/ |= 13,20 %/o] = 17,80/o] = 14,60 °/o] = 11,90°/o] = 16,1, [eras 
6S) | 0,0294] " 0,0247] —0,0206] = -0,0172] 0,046 0,019 0,0135 1] Gotten 
lo | |= 5,A2%|—= 5,18 %/ = 4,939, |= 5,10%|= 6,35°/1—= 3,60%/|— 4,9%, 
52) | 0,049 | 0,048 | 0,033 | 00,0226] 0,063 | 0,046 | 0,026 
Sle | J= 910% |= 10,0% |= 7,80°%]= 6,70°%/ |= 8,65% |= 8,70 = 9,60%/) 
“/ | 0142 0,100 0,085 0,0818} 0,0817] 0,137 0,085 
foo} | {= 1,66 %/oo]= 1,14 %/oo] = 0,93 %/oo]—= 1,11 %/oo}== 0,81 /op| = 1,57 %/oof = 1,12 oof} 9/on Von 
0} || 00608] 0,0395] 0,0225] 0,0458] 00,0445] 0,0562] —0,0192 || Ge- 
[oof | |= 0,71 9/99] =0,395/ 9] =0,246°/og] =0,625/ 99] = 0,43 /og] = 0,64/o| = 0,25°/o]/ samt- 
; 0,242 0,196 0,188 0,100 0,168 0,206 | 0,126 || eiweiB 
00 = 2,82 loo = 2,27 Jol = 2,06 /oo]= 1,36 Joo] = 1,64 °/oo]= 2,34°/oo] = 1,64°/o9 
le J vii. 
at bilanz im embryonalen System. 
MS) f | 15. Bebriit.-Tag | 18. Bebriit.-Tag | 20. Bebriit.-Tag 
= } a sei ee Se 
‘ 10,281) 8,83 7,68 
3,97 4,83 5,31 ‘ ' as 
~ 38,5 /, — 55, — 69°/, /o vom GesamteiweiB 
) 0,582 0,603 0,678 
0,161 0,186 0,182 
= 27,8°/, = 31,0°/, — 27,95 °/, 
0,04.55 0,05 0,059 
= 7,80°/, = 8,3, = 8,68°/, 
0,072 0,082 0,102 , 
~12,49/, — 13,79), = 15,0/, » 9, vom Embryonal-N 
0,044 0,054 0,029 
— 7,6 . = 9,00°/, = 4,27 4 P 
0,0413 0,037 0,040 
a0 7,17 °/o so88 6,10%/, ‘Phat 5,90 °/o We a Oe 
0,164 0,142 0,165 
— 1,59 “1. = 1,62 °/, — 2,17°%/, 
0,0334 0,0435 0,0470 ;, hes 
= 0,323 */, = 0,492 °/, ~ 0,61, > 9, vom GesamteiweiB 
0,263 0,274 0,304. 
= 2,57 °/ = 3,1°/, = 3,96°/, 
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his ein Siebentel des EiweiB-N (etwa 0,2—0,3 g) scheinen aber 
doch gerade in den letzten Tagen vollig als KiweiB zu verschwinden. 

Dab freie Aminosiiuren zum Eiweibaufbau genommen werden, 
sieht man auch aus den folgenden korrespondierenden Veriinde- 
rungen, Sagara findet in den letzten Entwicklungstagen eine 
Abnahme des freien Lysins, wir eine Zunahme des im Eiweib 
vehbundenen Lysins in derselben Zeit. 

Nachdem ich in den vorigen drei Teilen die zwei Variabeln 
(Menge der cinzelnen Proteine, Anderung ihrer Zusammensetzung) 
genau besprochen habe, ist es des Raumes wegen jetzt nicht még- 
lich die Zahlen genauer zu diskutieren, die wir als deren Funk- 
tion in den folgenden Tabellen sehen. Es ist auch mcht ndotig, 
weil diese eine bedeutend bessere Ubersicht zu vermitteln im- 
staunde sind als die friitheren. 

V. 

Wir sahen in den vorhergehenden 4 Abschnitten, daB wiihrend 
der Bebriitung der Ejinhalt und besonders die» Proteine aufs 
stiirkste veriindert werden. Und es erhebt sich die Frage, ob 
es gelingt, Regeln aufzustellen oder die treibenden Kriifte zu 
tinden, die diese Veriinderungen bewirken. Ist es etwa auch 
moglich bestimmte Aminosiiurenkomplexe zu erkennen, die vor 
allem bei der Umwandlung des DottereiweiBes in Kérpereiweib 
eine bevorzugte Stéllung einnehmen oder baut sich der Embryo 
diese aus den Aminosiiuren selber wieder ganz aut? 


Uberlegen wir, welchen Einwirkungen die Proteine wihrend der Be- 
briitung ausgesetzt sind. Da sind zuniichst die fermentativen, deren Aus- 
wirkung und Angriffspunkt wahrscheinlich verschieden ist, je nach der 
jeweiligen stiindig sich veriindernden Wasserstoffionenkonzentration und 
dem Salzwechsel. Anzunehmen ist auch, da8 der sich entwickelnde Foetus 
wohl auf fermentativem Wege einen Einflui auf die Dottersubstanz ausiibt. 
AuBerdem werden gewisse Aminosiiuren aus den Proteinen herausgelést 
und im Stoffwechsel zum Bau anderer Substanzen benutzt oder in dieser 
Form zur Eiweibbildung deponiert. 

Ferner: Soerensen?’) nimmt an, daf die léslichen ,,Proteinmolekiile“ 
aus einer Anzahl locker und reversibel durch verhiiltnismiiBig schwache 
Kriifte aneinander gebundener Komponenten bestehen. Unsere Befunde an 
den Proteinen des Eies zeigen nun, da8 diese Komponenten untereinander 
nicht gleich sind, daB sie sich von ihrer Muttersubstanz ablésen und wieder 
an andere Proteine anlagern kénnen. Und wenn wir nun noch sahen, dab 
an Stelle der in den Foetus abwandernden Proteine aus anderen Gebieten 
des Dotters neue treten, daB Beeinflussungen zwischen den verschiedenen 
Proteinen wahrscheinlich sind, so wird klar, daB eine eindeutige Beant- 
wortung der eingangs gestellten Frage schon bei diesem _,,einfachsten“ 
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Modell unméglich ist. Wir miissen uns Teilfragen zuwenden, und aus 
deren Beantwortung auf das Ganze zu schlieBen versuchen. 


Man sollte, um hier einen besseren Einblick zu erhalten, die 
Einwirkung der fermentativen Kriifte allein studieren, indem 
man etwa durch Einfrieren den Embryo abtitet und erst dann 
wieder einige Zeit weiter bebriitet. Auf diese Weise kénnte man 
fiir einzelne Tage die gerade dann wirkenden Fermente unter 
optimalen Bedingungen studieren, so daB man ein Bild der 
Fermentsysteme fiir die einzelnen Tage bekiime. Aber wahr- 
scheinlich ist es so, da’ man Fermente annehmen mu, die man 
noch gar nicht kennt und deren Wirkung sich an den iiuBersten 
Schichten des Proteinkomplexes abspielt. Peptische und tryp- 
tische Fermente sind ja im Ki nachgewiesen, aber nach der iib- 
lichen Auffassung kann man die von uns gefundenen Abspaltungen 
nur ihnen nicht zuschieben. Diesen oben angegebenen Versuch 
haben wir mehr zufillig nur einmal ausgefiihrt, als niimlich eine 
der zur Bebriitung eingelegten Eiportionen nach einer Entwick- 
lung von etwa 2 Tagen zum Absterben kam, dann aber noch 
5 Tage im Brutschrank weiter bebriitet wurde. Wir haben also 
hier frei von allen regulatorischen Bestrebungen rein die fermen- 
tativen Wirkungen vor uns. Und diese wollen wir zum Ausgangs- 
punkt unserer Betrachtungen nehmen (vgl. Tab. V, 9). 


Dabei zeigt sich nun bei den Globulinen des Eiklars (1) und Eigelbs (2), 
sowie bei dem Conalbumin (3) und dem Albumin (4) des Eigelbes eine 
Vermehrung der Hexonbasen, die bei 1 durch Vermehrung des Arginins, 
bei 2 durch eine solche des Lysins, bei 3 durch Zunahme von Lysin und 
Histidin, und bei 4 durch eine solche aller 3 Komponenten erfolgt. Dem- 
gegeniiber zeigen sich bei dem in iiberwiegender Menge vorhandenen Ei- 
klaralbumin und dem Vitellin kleinere Ausschlige der Art, daB die Hexon- 
basen, jedoch nur wenig, abnehmen. Ebenso zeigen auch die Werte fiir 
Tyrosin, Tryptophan und red. Gruppe Veriinderungen. Es ist also méglich, 
daB die aus den zuerst erwihnten Proteinen abgespaltenen Aminosiuren- 
komplexe, die relativ hexonbasenarm sein miissen, sich an das Vitellin 
oder Albumin anlegen, aber auch, daB diese Hexonbasen abgeben. 


Bilden wir uns also auf Grund dieser Tatsachen die Ansicht, 
da8 bei der Bebriitung zuerst hexonbasenreiche Proteine gebildet 
werden, so bleibt zu verfolgen, wo im Laufe der Entwicklung 
sonst noch ihnlich umgebildete Proteine auftreten. Wir finden 
diese im lebenden Hiihnerei einmal dann, wenn sich ein Protein 
in einem der zwei Dottersysteme erschipft, wenn es also, ohne 
die Méglichkeit Nachschub zu erhalten, fermentativen Eintliissen 
ausgesetzt ist oder wenn es abwandert. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 10 
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So kommt es im Ejiklarglobulin in der Zeit seines Verschwindens 
aus dieser Fraktion (15.—18. Tag) zu einem Anstieg der Hexonbasen und 
darunter vornehmlich des Arginins. Das Conalbumin wird zuerst stindig 
vom Eiklaralbumin nachgebildet, wenn dieses aber am 12. Tage iiber eine 
Albumose einen anderen Abbauweg eréffnet bekommt, so erfolgt nun im 
Conalbumin das gleiche Anwachsen der Hexonbasen unter Beteiligung 
von Lysin und Histidin. Wenn wir die unter 1 und 8 eben angefihrten 
entsprechenden Proteine zum Vergleich heranziehen, sehen wir, da8 neben 
der gleichartigen Hexonbasenvermehrung sogar die Art der hauptsichlich 
beteiligten Aminosiiuren die gleiche ist. Am 18. Tage zeigt das Eiklar- 
albumin die gleichen Verinderungen, am 20. Tage das aus dem Eiklar in 
den Dotter eingewanderte Albumin, bei dem vor allem das Lysin vermehrt 
ist. Ebenso verhilt es sich mit dem Vitellin zwischen dem 12. und 15. Tag, 
gleichfalls unter Beteiligung vorwiegend des Lysins. Jedoch finden spiiter 
offensichtlich Verschiebungen zwischen Eigelbalbumin und Vitellin statt, 
die die weitere Ausbildung dieses Vorganges unterdriicken. Zuletzt sei 
noch erwihnt, daB auch beim Ovomuzin, wenn es zuletzt nachweisbar ist, 
unter Steigen des Hexonbasengehalts eine Zunahme des Histidins er- 
folgt. Fiir alle EiweiBstoffe des Dotters sind diese Veriinderungen also 
charakteristisch. 

Die zweite Stelle schlieBlich, an der wir in der eben be- 
schriebenen Weise umgebaute Proteine vorfinden, ist die unmittel- 
bare Nihrfliissigkeit des Embryos. Wie erinnerlich, bildet sich 
gleich zu Beginn der Bebriitung unter der Keimscheibe eine 
fliissige Phase, von uns als fliissiger Dotter bezeichnet, in welche 
der Embryo einsinkt und aus der er zuerst seine Baustoffe 
nimmt, Sie verschwindet etwa am 9. ‘lage mit dem Wasser, das 
der Embryo nun in sein System aufnimmt. Gegeniiber: allen 
anderen Teilen des Dotters fillt hier die iiberaus geringe Kon- 
zentration an Proteinen, auch Fett auf. Aber die Proteine hier 
sind ebenfalls hexonbasenreich. 

Bei dem aus dieser Fraktion darstellbaren Albumin ist Arginin und 
Histidin hauptsichlich vermehrt, bei dem entsprechenden Globulin Lysin 
und Histidin, Vitellin, das in dieser fliissigen Phase am 8. Tage noch nicht 
nachweisbar war, erscheint am 6. mit den gleichen Verinderungen unter 
bevorzugter Vermehrung des Arginins. Auch im Eiklaralbumin, dessen 
Beziehung hierzu freilich nicht ganz klar ist — wahrscheinlich bildet es 
die Nachschubsubstanz fiir den Dotter — wird am 6. Tage ein hexonbasen- 
reiches Albumin abgetrennt, in dem alle 3 Komponenten etwa gleich stark 
vermehrt werden. 

Es zeigt sich also deutlich, daB auf irgendeine Weise die 
Eiweibstoffe fiir den Embryo erst aufnahmefihig gemacht werden, 
und es zeigt sich auBerdem, daB hierbei die Hexonbasenanreicherung, 
zumal da sie ja im Embryo ganz wesentlich wiederkehrt, ein 
Prinzip der EiweiBgestaltung ist, das freilich beim Dotter, in dem 
EiweiBmassen dauernd in Bewegung sind, in dem regulierende 
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Vorgiinge, wie wir sahen, eine solche Rolle spielen, dauernd wieder 
verwischt wird. 

Bis zum 9. Bebriitungstage dauert die Aufnahme hexonbasenreicher 
EiweiBstoffe, yon denen wir wohl annehmen miissen, daB sie als ganze 
Polypeptidkomplexe vom Embryo aus dem Dotter iibernommen werden, 
Die Proteine, die wir dann spiiter in der Nihe des Embryos finden, zeigen 
eine solche Vermehrung der Hexonbasen nicht mehr. Die Entwicklung ist 
ja auch abgeschlossen, die an diesen Anreicherungsvorgang gekniipft ist. 
Etwa am 12. Tage setzt das enorme GréBenwachstum des Embryos ein, 
das mit einem Absinken des Hexonbasengehaltes um fast 10°/, verbunden 
ist. Dementsprechend nimmt der Embryo aus dem Dotter nur hexonbasen- 
arme Proteine auf, die ihm in der Tat jetzt auch zur Verfiigung stehen. 
Ja, indem er sich sogar aus den Dotterproteinen Teile mit niedrigem 
Hexonbasengehalt herauslést, kommt es in diesen, wie das Vitellin zeigt, 
umgekehrt zu einer Anreicherung an Hexonbasen. 

Wenn man erkliren will, warum im Dotter so viel ver- 
schiedene Proteine angesammelt werden, so mu man darauf hin- 
weisen, daf offensichtlich zur Bildung des embryonalen Kérper- 
eiwelBes bald dieser, bald jener DottereiweiBstoff benétigt wird. 
Sehen wir doch, daB in der fliissigen Phase des Eidotters, die 
in der ersten Zeit zur unmittelbaren Nahrung dient, erst am 
6. Tage Vitellin zur Verfiigung steht, daB zwischen dem 9. und 
12. Tag, wahrend hauptsiachlich Vitellin verbraucht wird, ein 
Albumin in der Nahe des Embryos nicht zu finden ist. Zwischen 
dem 12. und 15. Tage aber wird wieder Albumin, zwischen dem 
15. und 18. Vitellin und das Albumin des Amnionraumes, da- 
gegen vom 18. Tage ab vorwiegend Albumin aus dem Dottersack 
zum Aufbau der Koérpersubstanz benutzt, wihrend die Vitellin- 
menge gleich bleibt. Dazwischen aber ordnen sich, was noch 
einmal betont werden soll, intermediire Umschichtungen von 
Polypeptidkomplexen, die zwischen Albumin und Vitellin am 
deutlichsten werden und wohl zur Bildung des zur Resorption 
geeigneten Proteins fiihren. Die Rolle, die das Globulin bei 
diesen Vorgiingen spielt, ist nicht so klar, weil es in so viel ge- 
ringerer Menge vorhanden ist, da Mengeninderungen nicht deut- 
lich werden. Es scheint seiner Menge nach gleichmibig und wie 
von intermediiren Vorgiingen unberiihrt abzufallen mit Be- 
schleunigung vom 15. Tage an. Dab Albumin und Globulin im 
Sinne einer Verwandlung des einen in das andere etwas mit- 
einander zu tun hiatten, ist uns nicht wahrscheinlich geworden. 

Wir betrachteten die einzelnen Eiweifstoffe, wir fanden eine 
gewisse Linie, nach der sich ihre Hauptveriinderungen zu richten 
scheinen und beriicksichtigten dabei vor allem die Hexonbasen. 

10* 
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Die Aufftindung gleicher RegelmiBigkeiten fiir andere Aminosiuren 
ist infolge der vielen Zwischenvorgiinge unmoéglich. Einzig vom 
Tryptophan wire mitzuteilen, daB es in den Proteinen der friihen 
Entwicklungszeit, die im ,,fliissigen Dotter“ zur Aufnahme durch 
den Embryo vorbereitet sind, stark abnimmt. 

Wenn wir zusammenfassen, ersehen wir also aus allen an- 
gefiihrten Daten, daB Veriinderungen im Dotter vor sich gehen 
schon lange, bevor er in dem Embryo gebraucht wird. Sie er- 
strecken sich bei den EiweiBstoffen bis in den feinsten Bau; die 
Umwandlung in die zur Aufnahme geeignetste Form erfolgt iiber 


mehrere Stufen, und zwar wohl so, dai die abwandernden und. 


zuriickbleibenden Proteine sowie auch die Proteine verschiedener 
Art sich gegenseitig in vollig uniibersichtlicher Weise beein- 
flussen. Aber die Wanderung zum Embryo hin ist iiberall ganz 
auffiillig und deutlich. 

Die Vorgiinge im Embryo bleiben uns noch zu betrachten. 
Wenn beim Embryo und einem einzelnen Dottereiweifstoff, wie 
z. B. beim Vitellin, zwischen 12. und 15. Tage ganz auffillige, 
gegensiitzliche Bewegungen erfolgen, die darauf schlieBen lassen, 
daB der Embryo in dieser Zeit hauptsiichlich aus diesem Protein 
seine Leibessubstanz deckt, so haben wir darauf schon bei der 
Betrachtung der einzelnen Dotterproteine hingewiesen. Im all- 
gemeinen aber eine Verfolgung dieser Vorgiinge endgiiltig durch- 
zufiihren, ist aus den oben angefiihrten Griinden unméglich. Wir 
miissen uns hier auf den Embryo selbst beschriinken. Er vermag 
die Hexonbasenkonzentrierung, die, wie wir sahen, in den auf- 
nahmefihigen Dotterstoffen erstrebt wird, noch etwas weiter zu 
treiben und in bestimmter Richtung zu modifizieren, indem er 
niumlich der Menge nach unter diesen das Histidin an die erste 
Stelle schiebt. Das dauert bis zum 12. Tage, obgleich dazwischen 
am 9.'T'ag Hexonbasen und Histidinmenge einmal gleichmaibig um 
etwa 2°), abgefallen, dann wieder, indem nun nochmals das 
Histidin auf Kosten des Arginins angereichert wird, angestiegen 
sind. Dieser neue Anstieg kénnte mit der Anlage der Organe 
begriindet werden. Soviel aus den Atlanten der Entwicklungs- 
geschichte hervorgeht, ist am 12. Tage diese Organbildung im 
groben und ganzen abgeschlossen. 

Es setzt das GréBenwachstum ein, zugleich mit Anderungen 
der Eiweifstoffe, die, wie ich bereits kurz andeutete, in zweierlei 
Richtungen bedeutende Umwandlungen erfahren. Erstens kommt 
es zu einem Abfall der Hexonbasen um etwa 10°/,, der zweitens 
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mit einer Umschichtung innerhalb derselben verkniipft ist, indem 
die Menge des Histidin-N darin um fast 14°), vermindert wird, 
wihrend Arginin und Lysin zunehmen. Hierdurch verliert das 
embryonale EiweiB in wesentlichem MaBe die Unterschiede, die 
es vor dem ausgewachsener Gewebe auszeichnet. 

In der Art der Veriinderungen, die das Albumin und Globulin 
des Embryonalextraktes durchmachen, finden wir eine ganz auf- 
fillige Parallelitiit zu denen, die im Beginn der Bebriitung die 
unmittelbar zur Resorption herangezogenen Proteine erfahren hatten. 

Am 15. Tage vom unléslichen Embryonalprotein nicht unwesentlich 
verschieden, zeigen beide am 18./20. Tage eine sehr starke Vermehrung des 
Hexonbasengehalts beim Albumin um 7, beim Globulin um 15°/, des Ge- 
samt-N, die bei Verminderung des Arginins in beiden hauptsiichlich dem 
Histidin und Lysin zugute kommen (vgl. Tab. V, 11). Im Zusammenhang 
damit, daB sich Arginin im Embryo derselben Stadien vermehrt, Histidin 
aber bedeutend vermindert, wiiren die gegensiitzlichen Veriinderungen im 
Albumin und Globulin als Ausgleich wohl zu erkliiren, wenn nicht die 
auBerordentlich starke Lysinanreicherung in beiden erfolgte. Dieses Lysin- 
defizit wird aus dem frei vorhandenen Lysin und aus den resorbierten 
DottereiweiBstoffen gedeckt, denn zwischen dem 15. und 18. Tag nimmt 
im Dottervitellin der Lysingehalt um 4°/, ab, auch im Dotteralbumin ist 
zwischen dem 15. und 18. Tage eine Senkung des Lysins zu vermerken, 
wihrend dieses dann zum 20. Tage wieder ansteigt. 

Es ist nun durchaus méglich, daB dieses so in die Art des 
frihembryonalen EiweiBes abgewandelte Albumin und Globulin 
wieder fiir die Schaffung neuer Kérpersubstanz in Betracht kommt, 
etwa in der Muskulatur, die ja, wie Tab. III zeigt, in diesen 
Tagen gerade auferordentlich an Menge zunimmt. Unklar ist 
aber, wodurch dieser starke Umschwung in dem Mengenverhiiltnis 
zwischen Albumin und Globulin zustande kommt, den wir auf 
S. 124 besprachen und der bei den extrahierbaren Proteinen der 
Fruchthiute genau sein andersgerichtetes Gegenstiick findet. Man 
kann meinen, daB vielleicht die EiweiBstoffe der Muskulatur, die 
jetzt besonders zunimmt, hieran beteiligt seien. Aber das ist nicht 
zu beweisen, ebensowenig wie etwa die Annahme, daf Globulin- 
abnahme im Embryo und Globulinzunahme in den Fruchthiuten 
auf einer Uberwanderung beruhten; denn diese zeigen ja Unter- 
schiede in der Zusammensetzung. 

Von den EiweiBstoffen, die die embryonale Kérpersubstanz 
bilden, méchte ich am Schlusse dieses Teiles noch kurz zu denen 
iibergehen, die vom Gewebe bereits abgesondert werden, den 
Federchen des Embryos. Sie sprossen bereits am 12. Tage 
und iiberziehen den ganzen Kérper am 15. Tage. Man sollte 
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meinen, daf fiir diese abgesonderten Eiweifstoffe eine gewisse 
unverinderliche Struktur giiltig sei, die einmal erreicht, fest- 
gehalten wiirde. Aber das ist nicht so (ygl, Tab. V, 12). Und, 
daB die Zusammensetzung der ausgeschiedenen Eiweib- 
stoffe abhingig ist von der der ausscheidenden, ist meines 
Erachtens eine auBerordentliche wichtige und interessante Tatsache. 


Wenn wir einmal die Zusammensetzung des embryonalen Gewebes am 
15, und 18./20. Tag mit der Zusammensetzung der Federn vergleichen, so 
ergibt sich folgendes: Die Federn haben einen geringeren Hexonbasengehalt, 
weil sie bedeutend weniger Lysin enthalten bei etwas mehr Arginin und 
etwa der gleichen Histidinmenge. Sie haben weniger Amino-N, annihernd 
die gleiche Menge red. Substanz, mehr Gesamt-N, Tyrosin und Tryptophan. 
Beriicksichtigt man aber die Verinderungen beider Substanzen, des Ge- 
webes und der Federn, die sie gleichzeitig in dieser Zeit erfahren und driickt 
in der folgenden Tabelle Zu- und Abnahme durch ein + und —-Zeichen 
aus, wobei der quantitative Ausschlag freilich nicht genau wiedergegeben 
ist, so sehen wir folgendes: 

















Embryo Federn 
Gesamt-N ..... _ _ 
Hexonbasen-N... a + 
Arginin-N ..... ++ + + 
See + + + 
Histidin-N ..... - — 
Amino-N...... Q + 
a _ oa 
Tryptophan .... _ + 
Red. Substanz.. . oO Oo 





Mit Ausnahme des Tryptophans zeigt sich eine verbliiffende Parallelitit 
der Umwandlungen, die wir auch spiter bei einer Untersuchung iiber den 
Zustand der Federn ausgewachsener Hiihner wiederfinden werden. 

Wenden wir uns nun zum Ausgangspunkt zuriick und den 
Fragen, deren Beantwortung wir von dieser Untersuchung erwarteten. 
Es ist jetzt eindeutig und einwurfsfrei erwiesen, was wir!*) schon 
friiher als These aufgestellt hatten, daB niimlich ein Protein niemals 
eine Substanz sei mit einer festen, immer wieder reproduzierbaren 
Konstitution, deren Bestehen sonst im Bereiche der organischen 
Chemie die unumgiingliche Voraussetzung fiir unsere ganze Formel- 
sprache ist. Fir das EiweiB ist es nétig, uns so etwas zu 
schaffen wie eine ,dynamische“ Konstitution, wenn wir der Tat- 
sache gerecht werden wollen, daB ein Stoff bei gleichbleibendem 
physikalisch-chemischen Verhalten in seinem Bau doch ganz weit- 
gehenden Verschiedenheiten unterworfen sein kann. Natiirlich ist 
es nétig, nach gréBeren Einheiten mit ,,stabiler“ Konstitution zu 
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suchen, als es die Aminosiiuren sind. Die Notwendigkeit einer 
solchen Auffassung des Eiweifes war bisher fiir die basischen 
EiweiBstoffe der Zellkerne und das Globin des Hiimoglobins von 
mir gezeigt, nun wird sie auch erwiesen fiir Albumin, Globulin, 
Vitellin und KérpereiweiB, so daB wir die Berechtigung haben, 
ihre Allgemeingiiltigkeit anzunehmen. 

Die zweite, rein biologische Frage ist gleichwohl eine kon- 
sequente Folgerung aus der vorigen, mehr chemischen. Es handelte 
sich darum, zu sehen, inwieweit solche Veriinderungen mit den 
Lebensprozessen verkniipft sind. Ebenfalls an den basischen Kiweib- 
stoffen und dem Globin war gezeigt worden, daB eine Beziehung 
zu Entwicklung, Alterung und Abartung bestand; hier wird wieder 
eine Erweiterung dieser Untersuchungen auf einen gréBeren Be- 
reich gebracht, der sich auf Entwicklung und Wachstum erstreckt. 
Indem wir fortschreiten, stellen wir uns die Frage, was muB am 
EKiweiB des lebenden Kérpers geschehen, damit Fett oder Kohle- 
hydrat angesetzt oder verbrannt wird. Mit der Bearbeitung dieser 
Frage, deren Lésbarkeit sich klar zeigt, sind wir beschiftigt und 
werden zu gegebener Zeit dariiber berichten. 


Methodik. 


Die Methoden, nach denen Albumin, Globulin und Vitellin in un- 
bebriiteten und bebriiteten Eiern dargestellt wurden, waren die allgemein 
iiblichen, wie sie z. B. in Abderhaldens Biol. Arbeitsmethoden I be- 
schrieben sind. 

Auch das Albumin und Globulin im Eidotter wurde nach Entfernung 
des Vitellins durch Halb- und Ganzsiittigung mit (NH,),SO, gefiillt. 

Nun ist es bei der starken Verfliissigung des Eiinhaltes bebriiteter 
Kier nicht immer méglich eine saubere Trennung der verschiedenen Por- 
tionen durchzufiihren; man friert dann die Eier am besten ein und trennt 
beim Auftauen. 

Zur Darstellung der EiweiBkérper der Embryonen wurden diese zer- 
hackt und 24 Stunden lang mit physiologischer NaCl-Lésung extrahiert. 
Der Riickstand wurde nach der Filtration mit Alkohol-Ather getrocknet. 
Im Plasma wurde durch Ansiuerung mit Essigsiiure das Nukleoproteid 
herausgefallt und nach dessen Entfernung die wieder neutralisierte Fliissig- 
keit mit Ammonsulfat zur Gewinnung von Albumin-Globulin behandelt. 

Die Hexonbasen wurden nach der Methode bestimmt, wie sie von 
A. Kossel'5) und seiner Schule entwickelt wurde. Uber ihre Fehlerbreite 
habe ich bereits an anderer Stelle berichtet. Die hier gefundenen Ver- 
iinderungen gehen weit iiber diese hinaus. 

Zu beachten ist jedoch, da8 das Vitellin, wahrscheinlich infolge seines 
Lezithingehaltes, schwerer zu hydrolysieren ist. Die Menge der jeweils 
analysierten Proteine betrug zwischen 0,5 und 8 g, je nach der Menge, die 
uns zur Verfiigung stand. In einigen Fallen vereinigten wir ahnliche 
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Priiparate; das ist in den Tabellen so ausgedriickt, daB die beiderseitige 
Herkunft angegeben wurde, etwa Priparat A 6./7. Tag. Die in den Ta- 
bellen angegebenen Werte sind zum gréBten Teil Durchschnittswerte aus 
zwei Analysen. 

Die Tryptophanbestimmungen wurden nach den Angaben von May 
und Rose’) ausgefiihrt. Die Fehlerbreite liegt unter 10°. 

Die Tyrosinbestimmung kann nach einer Reihe von Methoden aus- 
gefiihrt werden, welche aber alle eine Proteolyse nétig machen; Zuwer- 
kalow'’) gab 1921 eine Bestimmungsmethode an, der die Millonsche 
Reaktion zugrunde lag. Mit hinreichender Genauigkeit von etwa 15°/, 
kann man sie anwenden, wenn man als Test nicht eine reine Tyrosinlésung, 
sondern eine EiweiBlésung benutzt. Ich verwandte eine Ovalbuminlésung, 
deren Tyrosingehalt ich mit 4°/, annahm, entsprechend den Angaben von 
Folin und Marenz.'*) Da ich ja nur relative Vergleichswerte benutze 
und keine absoluten, ist dieses Vorgehen zulissig. 

Amino-N wurde nach der Methode von Parnas’®) bestimmt. 

Die Bestimmung der red. Gruppe wurde so vorgenommen, daB eine 
bestimmte Menge (0,1 g) 8 Stunden lang in 3°/, HCl hydrolysiert wurde; 
diese Zeit reichte nach mehrfachen Kontrollversuchen vollig zur Abspaltung 
der red. Gruppe. Dann wurde in einem Aquivalent der Reduktionswert 
nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird iiber die Wasserverschiebung und Wanderung der 
Proteine berichtet, die im Hiihnerei im Laute der Bebriitung 
stattfin det. 

2. Es wird eine genaue Analyse der Veriinderungen gegeben, 
die die einzelnen Proteine in bezug auf ihre Amunosiiuren- 
zusammensetzung in dieser Zeit erfahren. 

3. Es wird eine Bilanz iiber absolute und prozentuale Menge 
KiweiB, Stickstoff, Aminosiuren in den verschiedenen Systemen 
des Eies an den verschiedenen Bebriitungstagen gegeben. 

4, Es wird versucht zu zeigen, wie die DottereiweiBstoffe zur 
Aufnahme in den embryonalen Kérper vorbereitet werden, schlieB- 
lich welche Unterschiede zwischen Entwicklung und Wachstum 
eines embryonalen Kérpers im Aufbau seiner Kérpersubstanz 
vorliegen. 
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II. Uber die Bildung der Proteine des Kies 
im Ovar und Eileiter des Huhnes. 


Von 


E. G. Schenck. 


In der vorstehenden Untersuchung habe ich iiber die Um- 
wandlungen berichtet, die die Proteine des Hiihnereies wiihrend 
der Bebriitung erfahren. Wenn ich im Anschlusse daran die 
Eiweibstoffe des Ovars und Eileiters, in dem das EKiklar gebildet 
wird, untersuchte, so geschah das hauptsiichlich unter der Frage- 
stellung, ob es méglich sei im Aufbau und Abbau dieser Proteine 
Ahnlichkeiten zu finden, mit anderen Worten also, ob es miglich 
sel, besondere Bruchlinien zu finden, an denen EiweiBstoffe aus- 
einanderfallen und wieder zusammengebaut werden. 

Zunichst sei kurz iiber die Entstehung des Kies berichtet. Bei noch 
nicht legenden Hiihnern sieht das Ovar aus wie etwa eine unreife Wein- 
traube, die Follikel sind alle gleichgroB, etwa von StecknadelkopfgréBe. 
Spiter bei legenden Hiihnern sind verschiedene dieser Eianlagen in ver- 
schiedenem AusmaBe gewachsen bis zu einem Durchmesser von etwa 2 cm, 
und sind yon einer ziemlich festen Dotterhaut umgeben. Bei etwa '/, cm 
Durchmesser beginnen sie sich gelb zu fiirben, wihrend sie vorher milchig- 


weiB waren. Einzelne dieser Eischliuche sind immer himorrhagisch und 
abgestorben. Die gréBten Follikel lésen sich nun vom Ovar und wandern 
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durch den Eileiter und den Uterus. Von diesem, einem sich nach der 
Kloake erweiternden stark durchbluteten Schlauch mit dichter zottiger 
Schleimhaut, wird das Eiklar und die Schale abgesondert. Bei nicht lege- 
reifen Hiihnern ist der Genitalschlauch ebenso wie das Ovar nur wenig 
entwickelt, und bildet oft nur einen zarten diinnen Strang. 


Uber die Mengen an Ovarien und Eileitern, die ich im Laufe 
einiger Monate sammeln konnte, und die daraus dargestellten 
Eiweifstoffe berichten die Tabellen (S. 159). Die Verarbeitung 
geschah folgendermaBen: 


Von den Ovarien wurden die Eianlagen, die einen 1 cm ibersteigen- 
den Durchmesser hatten, abgetrennt und gesondert verarbeitet. 

Die Ovarien wurden mit Seesand verrieben, dann mit der 2fachen 
Menge 10°/,iger NaCl-Lésung in der Kiilte extrahiert. Nach dem Ab- 
zentrifugieren wurde der Riickstand mit Alkohol-Ather getrocknet und 
moéglichst vom Sand wieder befreit. Im Extrakt wurde durch vorsichtiges 
Ansiiuern Nukleoproteid herausgefillt; Vitellin war in diesen ganz jungen 
Eianlagen noch nicht enthalten. 

Eine andere Ovarienportion mit etwas gréBeren Follikeln enthielt aber 
schon 3,45°/, davon. Nach Neutralisierung wurden dann Globulin und 
Albumin mit Ammonsulfat getrennt und herausgefillt. 

Die gréBeren Ovarienanlagen wurden gedffnet, in 10°/,iger NaCl- 
Lisung gelést und mehrfach mit Ather extrahiert. Bei dieser Extraktion 
scheidet sich eine Eiwei8substanz ab, die in Alkali ziemlich schwer léslich, 
mit Essigsiiure gefillt wird (,,Nukleoproteid’). Das Filtrat von diesem 
Nukleoproteid wurde mit der 20fachen Menge Wassers versetzt, wobei 
Vitellin herausfiel; dieses wurde abfiltriert und dann im Filtrat Globulin 
und Albumin wie iiblich dargestellt. 

Die EiweiBstoffe der Eileiter wurden auf die gleiche Weise dargestellt. 

Uber die angewandte Analysenmethodik vgl. §. 151 dieses Heftes. 


A.Kossel nahm an, daB sich das Nukleoproteid des Kiickens 
aus dem Vitellin des Dotters bilde; hier in den Ovarien scheint 
Nukleoproteid zu Vitellin zu werden; denn wenn dieses abnimmt, 
nimmt das andere zu. Freilich ist fraglich, ob dieses bei der 
Atherextraktion ausfallende Protein (vgl. oben) wirklich ein Nukleo- 
proteid ist; es verhalt sich so, hat auch etwa so viel P wie das 
Nukleoproteid des Ovars, aber es stammt nicht aus Zellkernen 
und wird sicher erst aus den Proteinen, die auf dem Blutwege 
herangeschafft werden, in der Eianlage gebildet und dann zu 
Vitellin umgewandelt, dafiir sprechen die Unterschiede in den 
Mengenverhiiltnissen (vgl. folgende Tabelle). 

Das Albumin und Globulin, welches wir spiter im Ejidotter 
finden, stammt auch aus dieser friihen Zeit der Entwicklung und 
wird nicht erst etwa wiihrend der Wanderung durch den Eileiter 
hereingebracht; denn das Verhiltnis Albumin: Globulin ist schon 
in den Eianlagen, wie auch spiiter im Dotter annihernd 1:1, 
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wihrend Albumin: Globulin im Eiklar sich etwa wie 10:1 ver- 
halten. Im Hiihnerblut dagegen ist das Verhiiltnis yon Albumin 
:Globulin wie 1:2 oder 1:3, wie uns mehrfache Untersuchungen 
lehrten. Es witre also schon méglich, daB ein UberschuB von 
Globulin, der auf dem Blutwege herankiime, zur Vitellinbildung 
henutzt wiirde, 

Im Eileiter von Hennen, die mitten in der Legeperiode ge- 
schlachtet wurden, fanden sich 5,5°/, Albumin neben 1°/, Globulin 
und 1,27°/, Nukleoproteid. Da ja hier in der Schleimhaut die 
Proteine des Kiklars abgesondert werden, war eine solche Menge 
davon zu erwarten, zu erwarten war auch das Uberwiegen des 
Albumins iiber das Globulin, wie wir es ja auch und sogar noch 
stiirker im EKiklar finden. 

Der Anteil des Nukleoproteids blieb in mehreren anderen 
Portionen von Eileitern, wenn die Hennen nicht so legekriiftig 
waren, anniihernd der gleiche, wiihrend der Anteil des Albumins 
auf 1,16°/, und bei Junghennen sogar auf 0,26°/, sank, in gleichem 
Mabe sank auch der Globulingehalt. 

Wir miissen die Zusammensetzung der verschiedenen Proteine 
vergleichen, von denen wir annehmen kénnen, daf sie sich ent- 
sprechen. Das sind zwei getrennt laufende Reihen, einmal Ovarien 
(globulin, Albumin, Nukleoproteid), reifende Follikel (Globulin, 
Albumin, Vitellin, Nukleoproteid), Eidotter des unbebriiteten Kies 
(Globulin, Albumin, Vitellin); ferner Eileiter (Albumin, Globulin), 
Kiklar (Albumin, Conalbumin, Globulin). 

Das Nukleoproteid erfihrt in den zwei Stadien, in denen 
es zu finden ist, eine Abnahme des Hexonbasengehaltes, der vor- 
nehmlich auf Kosten des Lysins und Histidins geht, wihrend das 
Arginin zunimmt, ebenso wie der ganze Komplex : Amino-N, 
Tyrosin, Tryptophan, Phosphor und red. Gruppe. 

Im Globulin nimmt im Laufe der Dotterreifung der Hexon- 
basengehalt um 7°/, ab, wobei die drei Komponenten etwa in 
gleicher Stiirke am Verlust beteiligt sind; ebenso sinkt auch 
Amino-N, Tyrosin, Tryptophan und die Menge der red. Gruppe. 


Jedoch konnten diese vier letzten Werte fiir das Ausgangs- 


produkt, das Globulin des Ovars, wegen der geringen Menge nicht 
untersucht werden. 

Die Veriinderungen des Albumins gehen nicht so eindeutig 
in der gleichen Richtung wie bei Globulin und Nukleoproteid. 
Wohl fillt der Mengenanteil der Hexonbasen bereits im Follikel- 
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albumin um fast 5°/,, um dann im Eidotteralbumin nicht weiter 
zu sinken. Bei den anderen zwei Proteinen konnten wir eine 
gerade Linie der Veriinderungen erkennen, hier nicht. Wenn man 
lediglich Ovarien- und Eidotteralbumin vergliche, so wiirde man 
auch hier sehen, daf& N-Gehalt, Arginin, Histidin, Amino-N, 
Tyrosin, Tryptophan und red. Substanz an Menge abniihme, das 
Lysin anstiege. Jedoch wird dieser gerade und einfache Verlauf, 
den wir in gleicher oder entgegengesetzter Richtung auch bei den 
anderen eben betrachteten Proteinen finden, gestért durch die 
Analyse des Follikelalbumins. Hier stellt man zwar eine Senkung 
des Hexonbasengehaltes fest, aber auf Kosten des Lysins, wiihrend 
fiir alle anderen }’smponenten, die abnehmen sollten, eine starke 
Steigerung zu verzeichnen ist. Es scheint also ein ganz anderer 
Vorgang hier zwischengeschaltet zu sein. 

Ebenso kompliziert sind die Verhiltnisse beim Vitellin, von 
dem ich vier hierhin gehérige Priiparate analysiert habe. Eins (3) 
stammt aus ganz kleinen Eianlagen, wiire also genetisch das un- 
reifste; die anderen wurden aus groben Eianlagen dargestellt (1,4), 
(2) aus solchen 4—5jihriger, angeblich nicht mehr legetiichtiger 
Hennen. Der Hexonbasengehalt aller dieser Vitelline ist geringer, 
als es dem Durchschnittsgehalt des Dottervitellins im Ei entspricht. 
Das ,,unreifste“ Vitellin, welches sich schon wie ein solches verhiilt, 
hat zwar den gréBten Hexonbasengehalt, aber, indem in ihm alle 
drei Komponenten fast zu gleichen Teilen aufgehen, weicht es 
noch am ‘stiirksten vom Bau des reifen Vitellins ab. Diesem 
kommen die drei anderen Vitelline schon bedeutend niiher, sie 
haben Lysin aufgenommen und Histidin abgegeben, Arginin ist 
zum Teil (bei 4) nach einer Abnahme zusammen mit Histidin 
schon wieder ersetzt. Amino-N wird vermehrt, Tyrosin, red. 
Gruppe vermindert, Tryptophan bleibt unter geringer Senkung 
fast gleich. 

Versuchen wir nun zu iiberlegen, welche Beziehungen zwischen 
den einzelnen Proteinen bestehen kénnten. Bei Nukleoproteid 
und Albumin laufen gleichzeitig gerade die entgegengesetzten 
Vorgiinge ab; doch besteht diese Abweichung in der Linie der 
Albuminreifung, von der wir auf 8. 156 sprachen. Und erinnern 
wir uns daran, daB diese gerade dann zustande kommt, wenn sich 
Vitellin bildet, so erkennen wir hier Beziehungen, indem niimlich 
im Albumin um diese Zeit fast alle die Bestandteile vermehrt 
vorkommen, die im Vitellin vermindert sind. Auch bei der Ent- 
wicklung des Hiihnereies wurden wir zur Annahme gendtigt, dab 
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Vitellin und Albumin Aminosiurenkomplexe miteinander aus- 
tauschen. Und da alles dafiir spricht, daB auch das Nukleo- 
proteid an diesem Austausch beteiligt ist, so sehen wir hier wie 
im bebriiteten Ei zur Zeit der Nukleoproteidentstehung dieselbe 
Konstellation der Proteine nur mit umgekehrtem Vorzeichen. 
Zweitellos ist auch das Globulin an diesen Wandlungen beteiligt, 
aber es ist nicht zu sagen womit. 

Ein Vergleich der Proteine der 2. Reihe bringt ebenfalls einen 
Verlauf der Verschiebungen vom Eileiter zum Eiklar. Im Globulin 
des Eileiters und dem des Eiklars ist der Hexonbasengehalt 
anniihernd gleich, aber wieder ist im ersteren wie im unreifen 
Vitellin Arginin und Histidin vermehrt und iiberwiegt das Lysin 
bei weitem, das dann im Eiklar seinerseits die Hauptmenge der 
Hexonbasen ausmacht. Gesamt-N, Amino-N und red. Gruppe 
werden vermindert, Tyrosin und Tryptophan vermehrt. Die zwei 
Albumine, die wir einmal aus sehr titigen, das andere Mal aus 
fast ruhenden Eileitern darstellten, sind schon unter sich ver- 
schieden, bewegen sich aber in der Art ihrer Zusammensetzung 
ganz in der Nihe des EHiklaralbumins, nicht des Conalbumins, 
das dann freilich durch seine Entstehung eine Anderung dieser 
veranlassen kénnte. 

Uber die Abhiingigkeit des sezernierten Proteins vom sezer- 
nierenden habe ich schon friher gesprochen, und ich werde mich damit 
in der folgenden Abhandlung beschiiftigen, Dort habe ich die Be- 
ziehung zwischen beiden immer so dargestellt, daB ich die Zu- oder 
Abnahme einer Bausubstanz gegeniiber der entsprechenden des 
Bildungsgewebes in einem Schema mit + und — bezeichnete. Ich will 
das auch hier durchfiihren, indem ich die nicht in physiologischer 
NaCl-Liésung lésliche Substanz des Eileiters als sezernierendes 
Gewebe rechne und die daraus abgeleiteten Albumine und Globuline 
elntrage. 

Dann ergibt sich 
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Die Tatsachen, die ich eben auffiihren konnte, machen doch 
wahrscheinlich, daB Auf- und Abbau von Proteinen iiber iihnliche 
Stufen und Wege geht, und daB durch Austausch komplexer 
Aminosiiuregruppen zwischen verschiedenen Proteinen Anderungen 
dieser zustande kommen. Freilich die stark hexonbasenreichen 
Proteine, die wir im bebriiteten Hiihnerei in der Nahe des Embryos 
sehen, konnten im Ovar nicht gefunden werden, wenn es auch 
offensichtlich so ist, daB aus hexonbasenreicheren Proteinen der 
Ovarien und Eileiter die daran irmeren Dottereiweibstoffe ge- 
bildet werden, die dann bei der Bebriitung wieder so gespalten 
werden, daB ganz stark hexonbasenreiche Proteine entstehen. 


Ovarien 


4 Hennen (weibe Wyandott) = 6870 g, geschlachtet Juni 1931, Ge- 
wicht der Ovarien = 142 g. 


A reifende Eier (Durchmesser gréBer als 1 cm) = 118 g. 
B reifende Eier (Durchmesser kleiner als 1 cm) = 29 g. 


Vitellin aus A (Nr. 1) = 12,2 g = 10,80°/, von 113 g 
~ » B(Nr.3)= 10g= 3,45°/, von 29¢ 
Globubin aus A= 1,6g= 1,42°/, von 113g 
Albumin aus A= 1,5 g= 1,33°/, von 113g 


Albumin und Globulin aus B nicht wiigbar. 


Ovarien verschiedener Hennen (junger und alter) (gesammelt Januar 
bis Marz 1932) = 294 g. 


A Follikel (Durchmesser kleiner als 1 cm) = 218 g 
Nukleoproteid: = 3,77 g = 1,73 °/, von 218 g 
Globulin: = 0,55 g = 0,25 °/, von 218 g 
Albumin: = 0,90 g = 0,41 °/, von 218 g 


B Follikel (Durchmesser gré8er als 1 cm) = 76 g. 
Nukleoproteid: = 3,12 g = 4,11 °/, von 76 g 
Vitellin (Nr. 4): = 3,80 g = 5,00°/, von 76 g 
Globulin: = 0,34 g = 0,45 °/, von 76 g 
Albumin: = 0,32 g = 0,42 °/, von 76 g 


Eileiter 
Eileiter von 4 Hennen (weibe Wyandott) = 6870 g, geschlachtet Juni 
1931, Gewicht der Eileiter = 157 g, getrocknet = 33 g. 


Trockenriickstand (nach Extraktion) = 9,00 g = 6,31 °/, 
Nukleoproteid = 1,81 g = 1,27 °/, 
Globulin = 1,15 g = 1,01 °/, 
Albumin = 7,90 g = 5,33 °/, 
Nr. 2 der Tab. 
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Kileiter verschiedener junger und alter Hennen (gesammelt Januar bis 
Miirz 1932). 
A 210 g (auBerhalb der Legezeit). 
Nukleoproteid: 3,47 g = 1,65 °/, 
Globulin: 0,24 g = 0,10 °%, 
Albumin 2: 2,43 g = 1,16 °/, (Nr. 1 der Tab.) 
B 85 g Eileiter von Junghennen. 
Nukleoproteid: 1,11 g = 1,31 °/, 


Globulin: Spur 
Albumin 3: 0,22 g = 0,26 °/, 





III. Uber das Keratin der Federn. 


Von 
E. G. Schenck. 


Seit Liebermann!) 1888 feststellte, daB die Federn des 
Hiihnerembryos ihrer Zusammensetzung nach verschieden von 
denen ausgewachsener Hiihner seien und daB auch diese selbst 
bei der Analyse Unterschiede der Werte fiir Kohlenstoff, Stickstoff 
und Schwefel aufwiesen, sind hieriiber vergleichende Untersuchungen 
nicht mehr ausgefiihrt worden. Nachdem ich an einer anderen 
Stelle dieser Zeitschrift (S. 149) tiber den Aminosiurengehalt von 
embryonalen Federn des 15. und 18.—20. Bebriitungstages be- 
richtet habe, méchte ich, indem ich an die alten Untersuchungen 
Liebermanns anschlieBe, das Ergebnis meiner Untersuchungen 
an den verschiedenen Federarten ausgewachsener Hiihner mitteilen. 
Ich hatte in der eben erwihnten Arbeit gezeigt, welche Verinde- 
rungen die embryonalen Kérpereiweibstoffe zwischen dem 15. und 
20. Tage durchmachen und wie sich dementsprechend in fast 
durchgehend gleicher Richtung, wenn auch verschiedenem Aus- 
mabe, die Keratine des embryonalen Federkleides wandeln. Das 
war meines Erachtens wichtig, weil dadurch mit bemerkenswerter 
Deutlichkeit eine Abhiingigkeit zwischen dem Baustoff eines zellu- 
liren Produktes und dem lebenden Gewebe, das dieses bildet, 
nachgewiesen werden konnte. 

Ich habe verschiedene Federbestandteile ausgewachsener 
Hiihner: Flaumfedern, Federkiele und Federiiste hydrolysiert und 


1) Liebermann, Pfliigers Arch. 43, 71 (1888). 
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in gleicher Weise, wie auf 8S. 151 beschrieben, eine Bestimmung 
einzelner Aminosiiuren durchgefiihrt. AuBerdem fiihre ich noch 
die Werte an, die bei der Hydrolyse einer entfetteten Hiihnerhaut 
erhalten wurden. 

Ein Vergleich wird erst méglich, wenn man die Entwicklung der ver- 
schiedenen Federformen kennt. Diese sind aufzufassen als Hornauswiichse 
der Haut, welche sich auf einer Papille der Lederhaut entwickelt haben; 
dabei sind die gréBeren Konturfedern und die Flaumfedern der Herkunft 
nach gleichwertig. Die ,,Nestdunen“ der Kiicken und Embryonen unter- 
scheiden sich aber prinzipiell von den Flaumfedern; sie bestehen lediglich 
aus stark verlingerten Rami von Federn, welche noch im Federbalg ein- 
geschlossen sind. Sie sitzen den Spitzen der bleibenden Federn auf, haupt- 
siichlich der Konturfedern, seltener der Dunen. An der Basis werden sie 
zu einem Kiel zusammengeschlossen durch eine Federscheide, die auch die 
Spitze der aus dem Federbalg hervortretenden Federn umschlie8t. Beim 
Hervorsprossen des bleibenden Gefieders werden die ,,Nestdunen“ dann aus 
den Balgen herausgedriickt und fallen ab.’) Die Nestdunen sind also zu 
vergleichen mit den Asten der Schwung- und Konturfedern. 


Da bei der Vogelhaut sowohl das Stratum corneum wie das Corium 
schwach entwickelt ist, kénnen wir annehmen, da das Stratum germinativum 
(die Keimschicht) in der Vogelhaut weitgehend vorherrscht. Das gibt uns 
die Berechtigung, die Werte, die wir bei der Analyse der Haut erhielten, 
anniihernd als solche des lebenden und bildenden Gewebes in der Haut 
anzunehmen, da es ja unmdglich ist, nur die Zellen der Federbiilge zu 
analysieren. 


Entsprechend den Untersuchungen Liebermanns ergab sich, 
daB Flaum- und Konturfedern, an diesen letzteren aber auch 
Federkiel und Aste unter sich verschiedenartig zusammengesetzt 
sind, Dariiber gibt die folgende Tabelle Auskunft. 

Hs ist unsere Aufgabe, die Art der Veriinderungen festzustellen 
und zu versuchen, sie in Beziehung zu setzen zu dem Eiweib- 
wandel im Laufe von Entwicklung, Wachstum und Altern eines 
Organismus. Es ist dabei am zweckmiBigsten und iibersichtlichsten, 
das embryonale Gewebe des reifen Kiickens und die von ihm ge- 
bildeten Federn einerseits, die Haut und die Werte fiir Federkiele, 
Federiiste und Flaumfedern des ausgewachsenen Huhnes anderer- 
seits untereinander zu vergleichen und dann den Weg ihrer 
Wandlung zu verfolgen. Dariiber soll die folgende kurze Zu- 
sammenstellung Auskunft geben. Hierin wurde die Tatsache, ob 
der Gehalt einer Aminosiiure in dem Keratin gréBer oder geringer 
ist wie in dem jeweils als Stichwert gedachten embryonalen 
GewebeeiweiB oder der Haut mit + oder — bezeichnet, wobei 





') R. Hertwig, Lehrbuch der Zoologie. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 1] 











Hiihnerfedern. 
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Von Kiicken am 


15. Bebriitungstag . 
18./20. Bebriitungs- 
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Ausgewachsene 
Hiihner: 
Schwungfederkiele . 
Schwungfederiste . 
Flaumfedern 

Haut. 
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> = ZA 
ao %§ 
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i ES <A 
15,81 | 23,70 
15,56 | 25,22 
14,26 18,01 
15,18 | 14,34 
14,41 | 17,30 
12,08 21,87 








a 1% 
gs | 4 
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831] 7,11 
11,71] 9,17 
8,01] 9,93 
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Histidin-N 


8,28 


4,34 


2,42 
3,45 
5,66 
4,16 
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j Amino-} 


6,40 
6,88 


6,82 
7,41 
5,91 
4.54 








Tyrosin 


3,88 
3,51 


2.91 
2,98 
2,26 
2,40 


|| Tryptophan 





1,09 
1,60 


1,10 
0,33 
0,19 
0,39 


die GréBe der Differenz nur annihernd beriicksichtigt ist. 
dieser ,,Vorzeichentafel* wird man gleichsinnige oder verschieden- 
artige Veriinderung leicht erkennen. 
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DaB die Richtung der EiweiBwandlung und die Art 
Abhiingigkeit von dem bildenden Protein die gleiche geblieben 


ist, 


einige kleine Verschiebungen auftreten. 


der 


geht aus dieser Tabelle ganz deutlich hervor, wenn auch 
Man muB immerhin be- 
denken, dab, wie es von dem reifenden Gewebe zu erwarten ist, 


der Hexonbasengehalt um etwa 10°/, in den Federn, um etwa 


6°/, in dem GewebeeiweiB gesunken ist, Hand in Hand mit einer j 
inneren EKiweiBumbildung, die, wie wir saken, am Histidin am 


1) ‘. 


vom Gesamt-N. 
) /, yom Gesamtgewicht. 
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auffilligsten wird. Daf kleine Verteilungsunterschiede méglich, 
ja, daB sie als ein Stehenbleiben auf verschiedenen Stufen der 
Bildung, wie sie ja auch morphologisch vor uns in Erscheinung 
tritt, zu erwarten sind, ist durchaus nicht von der Hand zu weisen. 
Selbst hier noch bei den Stoffen, die weitab von der Méglichkeit 
stehen, fiir die lebende Zelle wieder verwendet zu werden, die als 
Stiitz- und Schutzsubstanzen ausgeschieden werden, zeigt sich die 
Abhiingigkeit vom Zustand und Zustandswechsel des lebenden 
Protoplasma. Ich méchte hier auf 8. 158 hinweisen; dort wurde 
in gleicher Weise ein Schema iiber die Beziehung zwischen EKi- 
leitergewebe und dem von ihm abgesonderten Kiklar Albumin und 
Globulin gebracht Man sieht, daB dort die sezernierten Kiweib- 
kérper sich anders verhalten als die Keratine. 


Zusammenfassung. 

Die Keratine der verschiedenen Federn des Huhnes sind in 
ihrer Zusammensetzung verschiedenartig. Sie sind in ihrer chemi- 
schen Baustruktur abhiingig von dem Zustand des _ bildenden 
Grewebes. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 


XL. Mitteilung. 


Uber Iso-desoxybilianséure, Brenz-isodesoxy-biliansdure 
und Nor-choloidansaure. 


Von 


Heinrich Wieland, Elisabeth Dane und Lore Maiweg. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1932.) 


Die hier zu beschreibenden Versuche sind in der Absicht 


unternommen worden, in die beiden in der Uberschrift genannten 
Ketosiuren Brom einzufiihren, die Bromsubstitutionsprodukte zu | 
verseifen und auf dem Wege des Abbaus néheren Einblick in die 
Topographie der beteiligten Ringe zu gewinnen. Unsere Ergebnisse 
lassen sich besser aus dem kiirzlich herangezogenen Struktur- 


schema!) als aus der alten Gallensiéureformel ableiten, und wir Y 

legen sie daher den folgenden Ausfiihrungen zugrunde. | 
Wiahrend sich in Desoxybilianséure (I) 2 Atome Brom ein- 

fiihren lassen), blieb die Substitution der Isoséure (II) bei der 

Aufnahme von einem Atom Brom stehen. 





O C, H, ai CO,H O C,H; 7 CO,H 
C CH;,! C CH; | 
Paar. te 
HG HC a | 
C D D 
H,C CH, | | > | CH, 
te aa “wr Pe ne or 
mi A | B | BI 
HO | | 
HO,C~™ HO,C—H,0™ ~~ 
I II 
Die Brom-isodesoxy-biliansaure (IIT) wird durch Alkali zur Oxy- ‘| 
siiure (IV) verseift; aber die oxydative Aufspaltung dieser Oxy- 4 


1) Diese Z. 210, 268 (1932). 
2) Diese Z. 194, 116 (1931). 
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siure zu der schon lange gesuchten Iso-choloidansiure C.,H 3,049 
wollte nicht gelingen. Nur mit Bleitetracetat nach Criegee lieB 
sich Ring C 6ffmen zu einer Aldehydo-tetracarbonsiure (V). Die 
Pentacarbonsaéure gewannen wir nicht. 


HO,C 
C CH oT ee 
B 3 
[HO = IV] - » feo . wae | 
| mee ue 
fF HO,C—H,C— | 
HO,C—H,C— 
° cH, | 
1a NGS 
| cHcH| © | P 
ee ee 
o¢ A | B 
Noa" il 
CH, 


Die Bromierung der Brenz-iso-desoxybiliansiéure (V1) 
lieB sich uber eine isolierbare Monobromsaéure zu einem Dibrom- 
Derivat leiten. Diese Dibromsaure spaltet schon mit n/10-Alkali 
in der Kalte 1 Mol HBr ab, bei langerer Einwirkung wird auch 
das zweite Bromatom herausgenommen und dabei tritt OH an 
seine Stelle. Man gelangt zu einer ungesittigten Oxy-diketo- 
carbonséure (C,,H,,0;. Unterwirft man die Dibrom-brenz- 
isodesoxy-bilianséure der Umsetzung mit heiBem Pyridin, so 
bleibt die Reaktion bei der Bildung einer ungesittigten Mono- 
bromsaure stehen. In ihr 1la8t sich das Brom mit Hilfe von Alkalien 
ebenfalls durch OH ersetzen. Aber die auf diesem Weg gebildete 
Sdure C,,H,.0; ist nicht mit der vorhin erwihnten ungesittigten 
Oxy-diketocarbonséure identisch, sondern von ihr durchaus ver- 
schieden. Man kénnte annehmen, daB von den beiden Br-Atomen 
je eines in die Nachbarschaft der Carbonyle in den Ringen A und C 
getreten sei und daB die Isomerie der beiden ungesittigten Siuren 
darauf beruhe, daB Doppelbindung und OH-Gruppe wechselseitig 
da und dort aufgetreten seien. Das ist indessen nicht der Fall. 
Die mit Pyridin entstandene ungesittigte Monobromsiure lieB 
sich mit Permanganat in glatter Reaktion unter Abspaltung von 
einem C-Atom zu einer gesittigten Diketo-dicarbonsiure Cy.H3.0, 
oxydieren. Dieser Reaktionsverlauf ist nur erklirlich, wenn 
Doppelbindung und Brom — und damit auch das durch Ver- 
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selfung entstandene Hydroxyl der Saure C,,H,.0; — sich in ein 
und demselben Ring befinden. 

Wir kénnen nicht direkt beweisen, ob dies Ring A oder Ring C 
ist. Da C durch seine Passivitaét hinreichend charakterisiert ist, 
Ring A in VI jedoch durch Permanganat leicht aufoxydiert wird’), 
besteht kaum ein Zweifel dariiber, dai in diesem die hier be- 
handelten Reaktionen sich abspielen und daB demgemiB die 
ungesittigte Monobromséure geméB VII zu formulieren ist. Ihre 
Oxydation zur Séiure C,.H,.0, (VIII) wird so gut verstindlich. 





0 CH, 0 CH, 
~ aati tl H,~ ~~ 
cH, | C | CH, | CH, | 
_CH in a CH,—| Ae ee 
OK, , B | | | occ | B | 
C=—\. CO.H O C 
Br |S wae” Br, ~~~ 
Vil VIII IX 
CH, | CH, CH 
ae a ie? 
ta XI HCCC 
Kn | ocd , : | 
OH al CHBr—CBr ___,CH, 
No 
CH, 


Es wurde oben erwéhnt, da’ man zu zwei verschiedenen 
bromfreien Siéuren C,,H,.0; kommt, je nachdem, ob man die 
HBr-Abspaltung in der ersten Stufe mit verdiinntem Alkali oder 
mit Pyridin vornimmt. Diese Tatsache vertriige sich nicht mit 
der Stellung der beiden Bromatome am gleichen C der Brenz- 
isodesoxy-biliansiure; denn aus IX, der zunachst fiir Dibrom- 
brenz-isodesoxybilianséure anzunehmenden Formel, kann sich HBr 
nur in einer Richtung abspalten. Zu dieser Schwierigkeit kommt 
noch der deutlich verschiedene Charakter der beiden isomeren 
Siiuren. Diejenige, zu der man mit Pyridin iiber die ungesiattigte 
Monobromsiure VII kommt, hat ausgesprochenen Enol-Charakter, 
gibt intensive FeCl,-Reaktion und titriert sich erheblich iiber das 
Aquivalent der einen Carbonylgruppe hinaus. Die andere Siure 
C,,H,.0; besitzt nur geringe Neigung zur Enolisation und 1JaBt 
sich durch Erhitzen mit Alkalien nicht in die isomere Enolsaure 
umlagern. 


1) Diese Z. 120, 237 (1922). 
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Da8B aus VII bei der hydrolytischen Herausnahme des Broms 
das Knol X entstehen wird, ist bei der bekannten Enolisations- 
tendenz von 1,2-Diketo-cyclopentanen durchaus begreiflich. Das 
Auftreten der anderen Séure kann nur erklirt werden, wenn man 
die beiden Bromatome der Dibromsiure auf C, und C, verteilt (X1). 
Das am tertiéren C, haftende Brom wird zuerst als HBr heraus- 
genommen und zwar von Pyridin und Alkali in verschiedener 
Richtung. Mit Pyridin wird die Doppelbindung gegen (C, (VII), 
mit verdiinntem Alkali gegen C, gelegt. Uber die ungesiittigte 
Brom-ketosiure XII entsteht die ungesittigte Oxy-ketosiure XIII. 


CH, | CH, | | 
} 2 
' CHBr—C og A B | re OH 
ie od CHOH—C Sat 
_ ee 0 
CH 
XI XII XIV 
O CH, 
1 a, 
XV HO,C—H,C—_~ ~~ xyj H0,C—H,C-— | 
Ho,c—0O# | HO,C—CH _~ 
i ae | CO 
O o— 


DaB sie eine schwache Farbreaktion mit Eisen (III)-chlorid gibt, 
wird man auf die Méglichkeit der Dienolbildung 
AO p> —Cund— 
OH OH 
zuriickfiihren diirfen. 

Fiir unsere Ableitung spricht ferner das Verhalten der un- 
gesittigten Oxy-ketoséure bei der Oxydation mit alkalischem 
Permanganat. Unter Aufnahme von 4 O-Atomen entsteht dabei 
eine dreibasische Siiure C,,H,.0,. Wie dies schon friiher in ihn- 
lichen Fallen beobachtet wurde!), bildet sich dabei wohl iiber ein 
primires Glykol das cyclische Oxy-triketon XIV, dessen Auf- 
spaltung schlieBlich die Oxy-diketo-tricarbonséure XV entstehen 
laBt. Friihere Beobachtungen?) stellen fiir die Tricarbonsiéure auch 
die Lactonformel XVI als wahrscheinlich zur Diskussion. 


1) Diese Z. 194, 121 (1931). 
) Diese Z. 206, 236 (1932). 
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Uber Nor-choloidansiure. 

Diese Saure ist schon vor langerer Zeit durch Oxydation von 
Brenz-isodesoxybilianséure mit Salpetersiure und gleichzeitig auch 
iiber eine Keto-tricarbonséure als Zwischenprodukt erhalten 
worden.!) Fiir diese Keto-tricarbonsiure, die aus VI mit Per- 
manganat entsteht, leitet sich jetzt Formel XVII, fiir Nor-choloidan- 
siure Cy,H3,0;) Formel XVIII ab. 


i tnmetutirnmanmcamen 





l C,H,-CO,H 
CH, CH HOC CH, | 
i ol HOC “E™ 
HO,C—H,C—C CH | | 
} CH, | 
HO,C—CH CH, i 
~ HO,C ( H, 10 i 
~ HO,C— 6 re 
XVII XVIII | 
CH, | 
= | 
HC CHCH, 
oc | 
i ie ie 
are CO vy 
CH, | —_: 
HO,C-CH,—— ~~~ 
} | 
HO,C—\_ a 


Ks ist uns friiher nicht gegliickt, aus der thermischen Zer- 
setzung von Nor-choloidansiure ein krystallisiertes Produkt 
herauszuholen. Bei Wiederaufnahme der Versuche haben wir 
Erfolg gehabt. Es heB sich eme Keto-tricarbonsaure C,,H3,0, 
isolieren, an deren Bildung das Carbonyl der Seitenkette beteiligt 
sein muB, wenn die Formel XVIII fiir Nor-choloidansiure zu 
Recht besteht. Denn ein Blick auf diese Formel zeigt, daB von 
den anderen 4 Carboxylen kein Paar in geeigneter 1,6- oder 
1,7-Stellung sich befindet?), wie dies fiir das Auftreten eines 
eyclischen Ketons erforderlich wire. Wir kommen damit. fiir 
Brenz-norcholoidansiure zum Ausdruck XIX. DaB diese Saure 
eine Ketogruppe enthélt, ergibt sich aus ihrer Bromierbarkeit. 
Die bromierte Séure lieB sich durch Verseifung mit Alkali in die 


ee eee 7 


NT iain 


1) Diese Z. 120, 232 (1922). 
*) Die aus Ring C hervorgehenden 1,6-staéndigen Carboxyle geben kein 
cyclisches Keton. Vgl. Diese Z. 210, 268 (1932). 
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entsprechende Oxys&ure CggHg.0, verwandeln, die durch Oxy- 
dation mit Chromsiure in eine noch nicht aufgeklirte Tetra- 
carbonsiure tbergefiihrt wurde. 


Beschreibung der Versuche. 


Monobrom -isodesoxybiliansiure (III). 14 ¢ reine Iso-desoxy- 
bilianséure, in 100 ccm Kisessig heiB gelést, werden mit 20 ¢ 
Brom (etwa 4 Mol) im Schliffkolben am RiickfluBkiihler auf 75° 
erwarmt. Zu Beginn fiigt man etwas Jod und einige Tropfen 
Bromwasserstoff—Hisessig hinzu. Nach 8 Stunden ist die Farbe 
der Losung merkbar heller geworden. Der Kisessig und das iiber- 
schiissige Brom werden jetzt zum groBten Teil im Vakuum ab- 
gedampft. Zu der eingeengten Lésung bringt man so viel schweflige 
Sdure, daB alles Brom verschwunden ist. Der dicke Krystallbrei, 
der so entsteht, wird abgesaugt und nach dem Trocknen mit 
Ather gewaschen. Ausbeute 9 g schon ziemlich reiner Substanz. 
Man krystallisiert aus 70°/jiger Essigsiure um und erhilt so das 
Bromierungsprodukt in schénen farblosen, zu Biischeln geordneten 
Nadeln vom Schmelzp. 208° (Zers. und Bréiunung). 

4,605, 4,197 mg Subst. (bei 100° i. V. getrocknet): 9,45, 8,65 mg CO,, 
2,88, 2,48 mg H,0O. 

C,,H,;,0,Br (515) Ber. C 55,90 H 6,85 
Gef. ,, 55,97, 56,21 », 6,99, 6,62. 

Das Gelingen der Bromierung ist von unbekannten Einfliissen 
abhingig. Bisweilen wurden nach 8tagiger Reaktionsdauer noch 
80°/, an unveradnderter Saure zuriickerhalten. Wichtig ist jedenfalls 
die Verwendung véollig reiner Iso-desoxybiliansaure. 

Die Bromierung des Methylesters (Schmelzp. 134°) verliuft 
noch langsamer als die der Saure. 

Oxy -iso-desoxybiliansdure. 5g reine Monobromsiure werden 
mit 25eem n/1-NaOH 8 Stunden lang auf dem siedenden Wasser- 
bad erwirmt. Titration einer Probe nach Volhard zeigt an, dab 
alles Brom herausgenommen ist. Man siiuert die gelbe Loésung 
unter Ather mit verdiinnter Schwefelsiure an. Die bromfreic 
Séure geht in den Ather, krystallisiert aber meist sehr rasch aus. 
Beim Umkrystallisieren aus sehr verdiinnter Essigsiiure oder aus 
viel Wasser erhailt man feine verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 205°. 
Ausbeute 30—40°/, d. Th. 

4,576 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 10,73 mg CO,, 3,42 mg H,0. 

Cy4H5,0, 4452) Ber. C 63,68 H 8,02 
Gef. ,, 63,95 »» 8,36. 
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Die Séiure ist in Essigester leicht léslich und kann dadurch 
von Iso-desoxybilianséure, die im unreinen Bromprodukt enthalten 
sein kann, getrennt werden. 

Oxydation der Oxy-isodesoxybiliansaure mit Blei-tetracetat. [‘s 
ist wider Erwarten nicht gegliickt, die Oxyséure an Ring C 
durch Oxydation zu 6ffnen und so zu der noch nicht bekannten 
Iso-choloidansiure zu gelangen. Der Aldehyd dieser Siure wird wie 
folet erhalten. 

0,6 ¢ reinste Oxysiure laBt man mit 40 cem n/10-Blei-(IV)- 
acetat in Hisessig bei Raumtemperatur 15 Stunden reagieren. 
Nach dieser Zeit hat der Titer um 22 ccm n/10, das sind 82°/, d. Th. 
fiir 2 Aquivalente Sauerstoff, abgenommen. Man reduziert den 
Rest mit schwefliger Séiure, dampft im Vakuum ein und kocht 
den trockenen Riickstand mit Sodalésung aus. Das Filtrat von 
den Bleisalzen wird mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert. Der 
gallertige Niederschlag, der gefallt wird, wird nach 15stiindigem 
Stehen krystallin. Ausbeute 0,3 g. Man krystallisierte zur Analyse 
dreimal aus sehr verdiinntem Methanol um und erhielt so feine, 
an den Knden abgestumpfte Nadeln vom Schmelzp. 195° (Zers.). 


3,944, 5,020 mg Subst. ((bei 120° i. V. getrocknet, keine Abnahme): 








8,66, 10,93 mg CO,, 2,72, 3,48 mg H,O. ; 
C,H 3,0, H,O (486) Ber. C 59,23 H 7,87 

Gef. ,, 59,89, 59,38 ae: ee f 

Titration. 5,346 mg Subst.: 0,85 ccm 0,0529 n-NaOH. 
Aquival. (486/4) Ber. 121 Gef. 119. | 


Bei 150° im Vakuum getrocknet verliert die Substanz 1 Mol Wasser. 
5,517 mg: 0,202 mg. 
Ber. 1H,O 3,70 Gef. H,O 3,66. 

Das Wasser hat offenbar die Aldehydgruppe hydratisiert. 
Dafiir spricht, daB die Siure zwar ammoniakalische Silberlésung 
in der Wiirme reduziert, mit fuchsinschwefliger Siéiure jedoch keine 
Farbreaktion gibt. Mit konzentrierter Schwefelsiure wurde auch 
in der Wirme nicht Kohlenoxyd abgespalten. 

Bromierung der Brenz-isodesoxybiliansdure. Die Forderung der 
vollkommenen Reinheit des Ausgangsmaterials muB auch hier 
erhoben werden. Die Brenzsiure muB im Hochvakuum_ iiber- 
destilliert und hernach aus 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
werden. Grobe glinzende Blatter vom Schmelzp. 216°. 

5a Brenzsiiure werden in 40 cem Eisessig heiB gelést. Nach 
dem Abkiihlen fiigt man zuerst 1 cem einer Lésung von 5 g Brom 
in 10 cem Kisessig und wenig HBr in Kisessig hinzu. Es tritt fast 
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augenblicklich Entfarbung ein und der nach und nach zugesetzte 
Rest des Broms wird dann unter Kiihlung in 30—40 Minuten 
verbraucht. Man gieBt die Lésung in sehr verdiinnte schweflige 
Siure, saugt den Niederschlag ab und lést ihn nach dem Trocknen 
in wenig absolutem Ather. Diese Lésung erstarrt nach kurzer Zeit 
zu einem Brei von Krystallen. Nach einigen Stunden wird ab- 
gesaugt und mit wenig eiskaltem Ather gewaschen. Ausbeute 7 g. 

Zum Umkrystallisieren eignet sich 50°/j)ige Essigsiiure. Derbe 
gelbliche Nadeln vom Schmelzp. 123° (Zers. und Braunfiirbung). 

Die dibromierte Siéure krystallisiert mit 1 Mol Kssigsiiure. 

6,505 mg Subst. verloren bei 80° im Vakuum 0,730 mg. 

Ber. 1CH,-CO,H 10,1 Gef. 11,2. 
4,570 mg Subst.: 8,825 mg CO,, 2,46 mg H,O. 
C.3H,.0,Br, (532) Ber. C 51,87  H 6,06 
Gef. ,, 52,67 », 6,24. 
4,666 mg Subst. (bei 20° i. V. getrocknet): 8,590 mg CO,, 2,55 mg H,0. 
C.3H3,0,Br,-CH,-CO,H (592) Ber. © 50,67 H 6,14 
Gef. ,, 50,21 »» GAS 

Durch Reduktion der Dibrom-siure mit Zink und Salzsiiure 
in der Kalte wird vollkommen reine Brenz-isodesoxy-biliansiiure 
zurick erhalten. 

Monobromsaure. Die Darstellung geschieht wie beschrieben, 
unter Anwendung von 1 Mol Brom. Schmelzp. 198°. 

3,876 mg Subst. (bei 100° i. V. getrocknet): 8,73 mg CO,, 2,56 mg H,O. 

~  (C,,H5,0,Br (453) Ber. C 60,90 H 7,36 
Gef. ,, 61,43 09 dsd0~ 

Oxy-brenz-isodesoxybiliansaure. 0,2 ¢ der Monobromsiiure 
lieS man bei Raumtemperatur 20 Stunden lang in 10 cem 
n/10-NaOQH reagieren. Dann macht man die gelbe Lésung mit 
verdiinnter Schwefelsiiure kongosauer und krystallisiert den ge- 
trockneten Niederschlag durch Extraktion mit Ather um. Die Oxy- 
siure léBt sich aus 50°/,iger Essigsiiure umkrystallisieren. Aus- 
beute maBig. Schmelzp. 205° (Zers.). 

3,932 mg Subst. (bei 120° i. V. getrocknet): 10,260 mg CO,, 3,04 mg H,0. 

C,,H,,0, (390) Ber. C 70,72 H 8,78 
CS ee fy »» 8,65. 

Verseifung von Dibrom-brenzisodesoxybiliansaure mit Natronlauge 
zu Saure XIII. Fiigt man zur Dibromsiure n/10-NaOH, so werden 
2 Aquivalente Alkali fast augenblicklich verbraucht (9,1 cem 
anstatt 9,4ccm). Das zweite Bromatom wird erst nach 15stiindigem 
Stehen der Lésung mit im ganzen 20 cem n/10-NaOH entfernt. 
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Dann sind 13,8 (ber. 14,2) cem verbraucht. Die ausgefallte Saure 
wird nach dem Trocknen mit Ather digeriert und aus LEisessig 
umkrystallisiert. Durch mehrfache Wiederholung der Krystalli- 
sation wird der Schmelzp. 246° erreicht. Feine, zu Rosetten 
vereinigte Niadelchen, bisweilen auch glinzende  sechsseitige 
Blattchen. Ausbeute an ganz reiner Saure 15°/, d. Th. 
3,965 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 10,31 mg CO,, 2,90 mg H,0. 
C,5H5,0; (388) Ber. C 71,09 4H 8,31 
Gef. ,, 70,92 » 8,18. 

Titration. 20,51, 20,05 mg Subst.: 1,27, 1,32 ccm 0,0445 n-NaOH. 
Aquival. Ber. 388 Gef. 362, 341. 

Das zu niedrige Aquivalent deutet auf Beteiligung der Enolgruppe. 

Die Siure ist in Eisessig, Essigester und Alkohol ziemlich 
schwer léslich und ungesiéttigt gegen Permanganat. Sie gibt mit 
eC], in Alkohol Rotfarbung. 

Ungesittigte Monobromsdure C,,H,,0,Br (VII). 2 g Dibrom- 
brenz-isodesoxybilianséiure (Schmelzp. 122°) werden mit 40 ccm 
trockenem Pyridin 3 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Beim Ver- 
diinnen der dunkelrotbraunen Lésung mit Wasser und Ansiuern 
mit verdiinnter Schwefelsiure fallt ein gelber Niederschlag, der 
nach einiger Zeit fest und filtrierbar wird (1g). Man reinigt durch 
Extraktion mit Ather und nachfolgende Krystallisation aus His- 
essig, wobei die heiBe Lésung bis zur beginnenden Triibung mit 
Wasser angespritzt wird. Perlmutterglanzende Blaéttchen vom 
Schmelzp. 205° (Dunkelfarbung erst ab 220°). Ausbeute 20—830°/,. 

3,274 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 7,34 mg CO,, 2,02 mg H,O. 

C,3H3,0,Br (451) Ber. C 61,17 H 6,92 
Gef. ,, 61,14 »» 6,90. 

Die Séiure ist bromhaltig, gegen Permanganat ungesattigt und 
gibt keine Kisenchloridreaktion. 

Verseifung der ungesattigten Brom-brenzisodesoxybiliansaure mit 
Lauge. Keto-enolsdure X. 0,5 ¢ der bromierten Séure vom Schmelz- 
punkt 205° werden in wenig Alkohol gelést. Dazu figt man 
tropfenweise 2 n-Natronlauge zu, bis Phenolphthalein nicht mehr 
entfairbt wird. Man kocht auf, la8t dann abkiihlen und séuert mit 
verdiinnter Schwefelsiure an. Die getrocknete Fallung (0,4 g) 
wird aus Hisessig unter Zusatz von Wasser umkrystallisiert. Erst 
warzenformige Gebilde, nach weiterer zweimaliger Krystallisation 
feine, zu Biischeln gruppierte Nadeln vom scharfen Schmelzp. 190°. 


5,449, 4,012 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 14,105, 10,46 mg CO,, 
3,99, 2,99 mg H,O. 
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C.3H3.0, (388) Ber. C 71,09 H 8,31 
Gef. ,, 70,59, 71,09 —,, 8,19, 8,34. 


Titration. 7,4mg in Alkohol: 0,57 ccm 0,0445 n-NaOH. 
Aquival. Ber. 388 Gef. 291. 

Die Enolgruppe wird auch hier teilweise mittitriert. 

Die Séure gibt dunkelrotbraune Eisenchloridreaktion und 
entfairbt in Eisessig Permanganat. 

Diketo-dicarbonsaure C,,H,,0, (VIII). 1,4 g der ungesiittigten 
Monobromsiure (VII) werden, in 14 cem Eisessig gelést, unter 
Kiihlung mit 5°/,iger KMnQ,-Lésung versetzt. Das Oxydations- 
mittel wird anfangs rasch verbraucht, freies Brom wird abgespalten. 
Man fiigt im ganzen 25 ccm Permanganatlésung hinzu, 1Jibt 
15 Minuten stehen und entfirbt dann mit schwefliger Séiure. 
Dabei kommt die neue Séure zur krystallinen Ausscheidung, bis- 
weilen muB man die Lésung im Vakuum konzentrieren. Aus- 
beute 0,5 g. Man krystallisiert aus verdiinnter Essigsiiure um. 
Schmelzp. 191° (unter Schéumen). 

4,364, 3,619 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 10,73, 8,92 mg CO,, 
3,19, 2,65 mg H,0O. 


C..H5,0, (392) Ber. C 67,31 H 8,22 
Gef. ,, 67,06, 67,22 _,, 8,18, 8,19. 


Titration. 22,8, 19,7 mg Subst.: 2,58, 2,22 cem 0,0445 n-NaOH. 
Aquival. (2-bas.) Ber. 196  Gef. 198, 199. 

Sdure C,,H,,0, (XVI). 0,3 g der ungesattigten Oxysaiure XIII 
(Schmelzp. 246°) werden, in 2 n-NaOH geldst, unter Eiskiihlung 
mit einem kleinen Uberschu8 an 5°/,iger Permanganatlisung 
versetzt. Nach 15 Minuten wird die Lésung, die noch KMnO, 
enthalt, mit schwefliger Séure entfarbt und angesduert. Die an- 
faingliche Triibung verdichtet sich im Verlauf von einigen Tagen 
zu einem krystallinen Niederschlag von 0,12 g. Nach zweimaliger 
Krystallisation aus 30°/,iger Essigséiure schmilzt die Substanz bei 
224° (starke Zers.). Mit FeCl, schwache Enolreaktion. 

4,776 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 10,645 mg CO,, 3,21 mg H,0. 


C.3H3.0, (452) Ber. C 61,06 H 7,08 
Gef. ,, 60,79 « ta 


Titration. 20,3 mg: 2,55ccm 0,0445 n-NaOH. 
Aquival. (452/83) Ber. 151 Gef. 179. 


Die Brenzreaktion der Norcholoidansdure (XIX). 


Im Vorversuch wurde festgestellt, daB die Norcholoidansiure 
bei 1stiindigem Erhitzen auf 290—295° etwa die berechnete Menge 
CO, abspaltet. 
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5 ¢ Norcholoidansiure werden im _ gewodhnlichen Vakuum 
1 Stunde bei 290—295° gehalten. Das braune Harz wird in Essig- 
ester aufgenommen und diese Lésung mit n/10-Kalilauge frak- 
tioniert ausgeschiittelt. Die ersten Losungen sind fast farblos, 
die letzten sehr dunkel. Man vereinigt sinngeméB, so daB man 
etwa 3 Fraktionen erhalt. Man séuert in der Hitze an und befreit 
auf dem Wasserbad vom Essigester. Die zuerst sich 6lig ab- 
scheidende Saéure wird alsbald krystallin. Zur Weiterverarbeitung 
wird durch Extraktion mit Ather aus der Hiilse gereinigt, zur Ana- 
lyse aus Essigester-Ather umkrystallisiert. Unansehnliche Krystalle 
vom Schmelzp. 165°, nach vorherigem Sintern. Ausbeute etwa 1,7 g. 

Die exsiccatortrockene Substanz wurde analysiert. 

4,857 mg Subst.: 11,415 mg CO, und 3,42 mg H,0. 

CysH,,0, (408) Ber. C 64,70 Hi 7,84 
Gef. ,, 64,10 »o ta 

Aus den waBrigen Mutterlaugen krystallisiert langsam eine 
krystallwasserhaltige Brenzséure in schénen Nadeln. Zur Analyse 
wurde aus sehr verdiinnter Essigsiure umkrystallisiert. Es ist 
notwendig die Lésung anzuimpfen und langsam abzukiihlen, da 
auch die reine Saure leicht dig herauskommt. Schmelzpunkt sehr 
unscharf 160°, nach vorherigem Sintern. 

4,866 mg Subst. verloren bei 100° im Vakuum 0,224 mg H,0O. 

1H,O Ber. 4,21 tef. 4,61. 
4,642 mg Subst.: 10,905 mg CO, und 3,27 mg H,0. 
xef. C 64,33 H 7,88. 
5,9mg (exsiccatortrockene Subst.) verbrauchten 0,75 ccm 0,0555 n-NaOH. 
C..H,,0;-H,O Aquival. Ber. 142 Gef. 141. 


Wiihrend der letzten Ausschiittelungen der Kssigesterlésung 
mit Kalilauge scheidet sich ein schwer ldsliches Salz ab, das un- 
angenehme Suspensionen verursacht. In diesem Stadium wird die 
Fraktionierung unterbrochen. Man befreit vom Kssigester und 
nimmt in Natrium-acetatlésung auf, die aber nur einen kleinen 
Anteil lést. Mit Bariumchlorid kann ein schwer lésliches — manch- 
mal krystallisiertes — Bariumsalz gefallt werden, das beim An- 
siiuren ziemlich reine Brenzsiure ergibt. Ebenso kann man durch 
Fillung des Bariumsalzes aus den nicht krystallisierenden Anteilen 
der ersten Fraktionen noch eine kleine Erhéhung der Ausbeute 
erzielen. 

Das reine Bariumsalz krystallisiert in wattigen Nadeln vom 
unscharfen Schmelzp. 290° Sintern ab 245°. 
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4,934 mg Subst. verlieren bei 120° im Vakuum 0,160 mg. 
1H,O Ber. 3,65 Ge. 3,24. 
4,751 mg Subst.: 9,545 mg CO, und 2,83 mg H,0O. 
C..H;,0,Ba/2 (475,7) Ber. © 55,4 H 6,51 
Gef. ,, 54,77 ., 6,66. 
Monobrom-brenz-norcholoidansaure. 1 ¢ Brenz-norcholoidansiiure 
wird mit 2,5 cem 3 n-Brom-—KEisessiglésung iibergossen und 
mit einigen Tropfen Bromwasserstoff—Hisessig versetzt. Die Siiure 
ist darin ldslich. Nach etwa 2 Tagen beginnt die Abscheidung 
clinzender Nadeln, und nach 8—65 Tagen ist die Bromierung 
beendet. Man reduziert mit schwefliger Siure und fallt mit Wasser 
vollstandig aus. Das getrocknete Bromierungsprodukt wird durch 
Verreiben mit absolutem Ather von einigen gelben Schmieren 
befreit. Zur weiteren Reinigung kann mit Ather aus der Hiilse 
extrahiert oder auch gleich aus Eisessig umkrystallisiert werden. 
Schmelzp. 2835—240° unter Zersetzung. Ausbeute 0,5—0,7 g. 
Zur Analyse bei 120° im Vakuum getrocknet. 
4,281 mg Subst.: 8,635 mg CO, und 2,50 mg H,O. — 4,606 mg Subst.: 
1,820 mg AgBr. 
C,.H,,0,Br (487) Ber. C 54,21 H 6,35 Br 16,4 
Gef. ,, 55,05 »» 6,63 » 16,81. 
Oxy-brenz-norcholoidansaure. Die Monobrombrenzsiiure spaltet 
bei 50stiindigem Kochen mit Pyridin nur etwa die Hilfte des 
Broms als Bromwasserstoff ab. 
1g Monobrombrenzséure bleibt mit 12 ccm 1 n-Kalilauge 
iiber Nacht stehen. Beim Ansauern krystallisiert sofort das Ver- 
selfungsprodukt in feinen Nadeln. Aus sehr verdiinnter [ssigsiure 
umkrystallisiert. Schmelzp. 210° (Zers.). Ausbeute 0,5 g. 
Zur Analyse bei 120° im Vakuum getrocknet. Wechselnde Abnahme. 
4,938, 4,194 mg Subst.: 11,325, 9,585 mg CO, und 3,35, 2,97 mg H,O. 
Co9H,.0, (424) Ber. C 62,26 H 7,55 
Gef. ,, 62,55, 62,38 » 4,09, 7,92. 
7,3 mg Subst. verbrauchten 0,93 ccm 0,0555 n-NaOH. 
Aquival. Ber. 141 Gef. 142. 
Die Oxysiéure gibt beim Kochen mit Fehlingscher Lésung 
langsam Cu,O. Blei-tetra-acetat wird verbraucht, und iiber ein 
Bariumsalz erhélt man eine krystallisierte Saéure. 


Oxydation der Oxy-brenz-norcholoidansaure mit Chromsaure. (),5 ¢ 
) 


~ 


der Siiure werden in 2 c¢em stabilem Hisessig gelést und bei 70—75' 
allmihlich mit 2,5 cem 3,5 n-Chromsiiure—Hisessigldsung versetzt. 
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Sofort kraftige CO,-Entwicklung, die bald abnimmt. Nach 
21/, Stunden ist noch viel Chromséure unverbraucht. Die Lésung 
wird reduziert und der Eisessig im Vakuum entfernt. Da durch 
Verdiinnen mit Wasser keine Saure ausgefallt werden kann, wird 
im Perforator erschépfend mit Ather extrahiert. Das farblose 
Harz krystallisiert nicht und wird in Natrium-acetatlésung auf- 
genommen. Man fallt mit Bariumchlorid ein pulvriges Salz, aus 
dem nach der Zerlegung mit Séure langsam matte Warzen krystalli- 
sieren. Durch Extraktion mit Ather aus der Hiilse kann von einem 
in Ather schwer ldslichen Anteil getrennt werden. Dann wurde 
noch 6fters aus wenig Wasser umkrystallisiert. Unansehnliche 
Warzen vom Schmelzp. 150—153°. Sehr schlechte Ausbeute. 

4,465, 4,267 mg Subst. verloren bei 100° im Vakuum 0,328, 0,323 mg. 

CosH.0,-2H,O Ber. 7,55 Gef. 7,35, 7,55. 
4,098, 3,944 mg Subst.: 9,085, 8,745 mg CO, und 2,59, 2,53 mg H,0. 
Co.H 20, (440) Ber. C 60,00 H 7,26 


CopH»,0, (396) 95 60,51 »» 7,06 
Gef. ,, 60,46, 60,47, 7,07, 7,17. 


13,6 mg Subst. verbrauchten 2,10 ccm 0,0555 n-NaOH (exsiccator- 


trocken). 
C..H3,0,:2H,O Aquival. Ber. 119 Gef. 117 


Cy9H 2,0, 2H,O 9 99 108 
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XLI. Mitteilung. 
Zur Kenntnis der Brenz-choloidansaure. 


Von 


Heinrich Wieland, Elisabeth Dane und Walter Schinberger. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1932.) 


Das Produkt der thermischen Zersetzung der 5-basischen 
Choloidansiure C,,H3,0,), die Brenzsiure C,,H3.0,, ist als Enol- 
lacton einer 3-basischen Saéure erkannt worden.!) Um diese Ver- 
bindung zu formulieren, haben wir in der zuletzt dariiber ver- 
Offentlichten Untersuchung Ring I der friiher angewandten Formel 
Tgliedrig angenommen. Die Fortsetzung der Arbeit hat zur Er- 
kenntnis einiger Tatsachen gefiihrt, deren Ableitung aus jener 
Annahme nicht leicht gelingt. Aber auch mit dem jetzt von uns 
bevorzugten Strukturbild kommt man nicht ganz leicht iiber alle 
Schwierigkeiten hinweg. 





C,H,-CO,H C,H,-CO,H 
HO,C CH, HO,C CH, | 
hy," ili Bin ie 
CO,H | D CO,H D | 
: ‘_cp.. CHs| | H, CHs| | 
HO,C—H,C—C Og eS i a a 
B | HC A| B 
im CO 
I Il 
C,H,-CO,H 
HO,.C CH, 
HO,C es 
CH,CH | 
Ill iO acces 
CH,“ | 


2 | 
\CO,H CO,H CH 
. wae * (cou — 1 


GO,H 





1) Diese Z. 197, 31 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXI. 12 
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Der Choloidansiéure kann man danach keine andere Forme!) als I 
zuerteilen. Bei der thermischen Zersetzung muB das an C, haftende 
Carboxyl zusammen mit der nachbarstindigen Propionsiuregruppe 
das cyclische Keton bilden, weil nur der oxydative Abbau einer 
(offenen) Brenzsiure gemaB II zur 6basischen Solanellsiure 
CygHs,0,. (111) und weiter zur ebenfalls 6basischen Biloidan- 
siiure C,.H,;,0,. (II]a) hinfiihren kann.?) 

Will man nun die geschlossene Brenz-choloidansiure, eine 
2 basische Lactonsiure, formulieren, so gelingt dies nur, wenn man 


die an Ring D haftende CO,H-Gruppe — fiir das Carboxyl an 
Ring B wird die Spannung zu groB — sich gegen Ring A lac- 


tonisieren lift. Am Modell betrachtet, ist dies fast ohne Span- 
nung moglich. Brenzcholoidansiiure erhilt so die Formel LV. 

Die Bromierung der offenen brenzsiure (II) fiihrt zu 
einem Mono-brom-Derivat. Das Brom ist in eine der beiden 
Nachbarstellungen von CO in Ring A getreten. Schon beim 
Krwirmen der bromierten Séure mit Eisessig tritt unter Ab- 
spaltung von HBr Lactonisierung ein und auch die Oxy-keto- 
siiure Cy,H,,0,, die man durch vorsichtige Verseifung der Brom- 
siure gewinnen kann, veriindert sich leicht unter Ubergang in 
die gleiche Lactonsiure. Die Lactonbildung wird hier wie in IV 
von der an Ring D, oder vielleicht auch von der an Ring B 
haftenden Carboxylgruppe aus erfolgen. Auch beim Erhitzen der 
bromierten Siure mit Pyridin erhailt man diese Lactonsiure, 
daneben die mit ihr isomere ungesittigte Keto-tricarbon- 
saure. 

Der Beweis fiir den Eintritt des Broms in die zu CO benach- 
barte Methylengruppe ergibt sich daraus, daB die Oxy-ketosaure, 
von der soeben die Rede war, Fehlingsche Loésung reduziert 
und durch dieses Reagens zu einer Diketosiure C,,H3,0,, die 
den Charakter einer Enolsiure hat, oxydiert wird. Ks legt also 
ein pentacyclisches «-Keto-enol vor von der gleichen Art, wie es 
auf ganz anderem Weg in der friiheren Abhandlung?) erhalten 
worden ist. 

Diese Umsetzungen lassen keine Zweifel dariiber, daB der 
srom- und Oxy-ketosiure Formel V, der Keto-enolsiure Formel VI 
zukommt. Der in der XXXY.2) Mitteilung erérterte Ausdruck VII 
vermag fiir die offene Brenzcholoidansiure das Auftreten einer 
Keto-enolsiiure nicht zu erklaren und ist deshalb durch die neu 


1) Diese Z. 114, 167 (1921). 
2) Diese Z. 197, 34 (1931). 
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gewonnenen Erfahrungen widerlegt. Zur Enolsiure VI gelangt 
man auch, wenn man in die offene Brenzcholoidansiiure 2 Atome 


OC CH; | CO.H 
— CH, | 
O CO,H | { pe 7 
IV ae , V Ce al 
Hc" “~~ (HO]BrCH 
HC< | | CO —CH | 
; | a 
Mh ial 
CH, CO,H CH, 
| | 
‘ . . HC——C, 
VI oc H,C—C~ ial VII ! H ore 
\o—¢ | On 
~~ CH — CH,-CO,H 
Brom einfiihrt und die — nicht in reinem Zustand isolierte — 


dibromierte Séiure mit Alkalien verseift. Ein weiterer Weg zu 
ihr er6ffnet sich in der Bromierung des aus V gewonnenen Lactons, 
wobei offenbar das Brom von dem an der Lactonbindung be- 
teiligten C-Atom aufgenommen wird. Auch von hier aus filrt 
dann die alkalische Aufspaltung zu VI. 

Die Bromierung der geschlossenen Brenz-choloidansiiure lieferte 
ein Monobrom-Substitutionsprodukt C,,Hs,0,Br, das nicht genauer 
untersucht wurde. 


Es sei zum SchluB noch ein Nachtrag iiber die im letzten 
Jahr beschriebene Keto-f-desoxybiliansiure!), die jetzt gemiB 
VIII zu formulieren ist, gebracht. Wir haben gefunden, dab die 
Sdéure schon oberhalb ihres Schmelzpunktes, bei etwa 200°, unter 
Verlust von 1 Mol Wasser in eine ungesittigte Tricarbonsiiure 
iibergeht. 

Das ungesittigte Lacton, an dessen Entstehung man denken 
kénnte, liegt sicher nicht vor. Dagegen lactonisiert sich die un- 
gesittigte Bromséure der «-Reihe (IX)?), nachdem das Brom 
hydrolytisch abgespalten ist, derartig leicht (zu X), da man 
die offene Saéure nicht zu isolieren vermag. Die Hydrierung dieses 
ungesittigten Lactons mit Zink und Salzsiiure fiihrt zu einer neuen 
Desoxybiliansaéure, die von der gewéhnlichen «-Desoxybiliansiure 
wahrscheinlich durch Epimerie am C-Atom 9 verschieden ist. 
Uber die Hydrierung ungesittigter Lactone legen mehrere 
Beobachtungen vor. 


1) Diese Z. 197, 31- (1931). 
2) Diese Z. 194, 116 (1931). 
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C,H,-CO,H 
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Beschreibung der Versuche. 


Brenzcholoidansaéure. Die Aufspaltung des Lactonringes zur 
offenen Keto-tricarbonsiéiure wird zweckméBiger mit Séure als wie 
vordem mit Alkalien ausgefiihrt. Die Ausbeute an der in dieser 
Arbeit verwendeten «-Siéure — daneben entsteht in jedem Fall die 
epimere /-Siiure — ist so besser. Zur heiBen Losung von 15,5 g 
Brenz-choloidansiure in 80 cem Eisessig setzt man 40 cem 2n-Salz- 
siure. Man kocht %/, Stunden am RiickfluBkihler, fiigt zu der 
braunen Lésung etwas Tierkohle und erhalt aus der abgesaugten 
Losung nach dem Erkalten 7,9 g reine «-Séure vom Schmelzp. 264°. 
Die im Vakuum eingedampfte Mutterlauge ergibt nach dem 
Digerieren mit 180 cem Ather, in dem die f-Saure léslich ist, 
eine zweite Ausbeute von 3,3 g nahezu reiner «-Séure. 


Bromierung der c-Saiure (V). 6,5 ¢ der offenen Séure werden 
in 100 cem Eijsessig gelést. Nach Zugabe von einigen Tropfen 
48°/,igen HBr 1é8t man innerhalb von 20 Minuten 16 cem 2n-Brom 
in Eisessig (1 Mol) zuflieBen. Sobald das Brom verbraucht ist, 
verdiinnt man mit 700 cem Ather und schiittelt mit 450, dann 
noch zweimal mit je 100 cem Wasser durch. Die fast farblose 
Atherlésung wird im Vakuum bei 20—85° abdestilliert, bis ein 
dicker Krystallbrei sich gebildet hat, den man nach dem Absaugen 
mit Ather wiischt. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 219—220° 
(Braunfirbung). Ausbeute 4,6 g. Aus dem Filtrat werden nach 
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dem Eindunsten im Vakuumexsiceator noch weitere 2—3 ¢ Brom- 
siiure erhalten. 

Die Saure ist sehr empfindlich und kann nur durch Extrahieren 
mit Ather aus der Hiilse umkrystallisiert werden. Die zu hohen 
C-Werte zeigen an, daB auch bei dieser Operation bereits HBr 
abgespalten wird. Leicht léslich in Eisessig und Alkohol, schwerer 
in Essigester und Ather. 

4,550, 4,376 mg Subst.: 9,29, 8,98 mg CO,, 2,69, 2,64 mg H,0. 


C.3H,30,Br (501) Ber. © 55,07 H 6,64 
Gef. ,, 55,68, 55,97 ,, 6,62, 6,74. 


Titration. 0,0604 g Subst. (in Methanol) verbrauchten in der Kalte 
7,13, in der Hitze 9,58 cem n/20-KOH. 
Aquivalent (3-bas.) Ber. 167 Gef. 169 
- (4-bas. [+ HBr]) - 125 ~ 
Brombestimmung. 1. Die Titrationslésung wurde mit HNO, an- 
gesauert und das Br’ mit Silber titriert. Verbrauch 1,15 ccm n/10-AgNO,. 
2. 0,174 g gaben nach Busch die 3,35 ccm n/10-AgNO, entsprechende 


Menge Brom. 
Ber. Br 15,94 Gef. Br 15,2 (1), 15,38 (2). 


Oxy-keto-tricarbonsiure (V). Der Ersatz des Broms durch OH 
gelang nach zahlreichen Versuchen erst nach nachstehender Methode 
in befriedigender Weise. 

2 g der bromierten Séure werden in 590 cem n/20-NaOH unter 
Schitteln gelést. Proben ergaben, daB schon nach 3 Stunden ein 
sroBer Teil des Broms herausgenommen ist. Nach 20 Stunden wird 
die schwach gelb gefairbte Lésung unter Ather angesiuert und 
erschépfend damit ausgeschiittelt. Die stark eingeengte Ather- 
lésung 14Bt die Oxyséure in zentrisch gruppierten farblosen Nadeln 
vom Schmelzp. 219° (Zers.) auskrystallisieren. Ausbeute 1,2—1,3 g. 
Mit der sehr verdiinnten Lauge léBt sich die Verseifung auch in 
der Warme und in kirzerer Zeit (1 Stunde) durchfiihren; die Aus- 
beute ist aber geringer. Fehlingsche Lésung wird von der Oxy- 
sdure beim Kochen reduziert. Mit ammoniakalischer Silberlésung 
auf dem Wasserbad erwirmt, scheidet sie einen Silberspiegel aus. 

4,935 mg Subst.: 11,475 mg CO,, 3,44 mg H,0. 

C,,H 5,0, (438) Ber. C 63,01 H 7,82 
Gef. ,, 63,41 nw (a7 
Titration. 0,0516 g Subst.: 6,79 ccm n/20-KOH. 
Aquivalent (3bas.) Ber. 146 = Gef._ 152. 


Die Oxysaéure darf nach dem Ansiuern der Verseifungslésung 
nicht langere Zeit mit der wberschiissigen Saéure in Berihrung 
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bleiben, da sie sich sonst lactonisiert. Durch Istiindiges Kochen 
in 2n-NaOH unter Stickstoff wird sie nicht veréndert. 

Lacton der Oxy-keto-tricarbonsaure. 2 ¢ der Monobromsdure V 
werden mit 20cem trockenem Pyridin 41/, Stunden lang auf dem 
Dampfbad erwirmt. Dann verdiinnt man mit Ather und entzieht 
der Lésung unter Kihlung mit Eis das Pyridin durch verdiinnte 
Schwefelsiiure. Die hellbraune Atherlésung wird hierauf durch 
Kochen mit Tierkohle entfarbt und eingeengt, bis sich oktaedrische 
Krystalle ausscheiden, die durch Umlésen mit Ather aus der 
Hiilse gereinigt werden. 

Schmelzp. 236—238°. Ausbeute 60°/, d. Th. Das Lacton ist 
leicht léslich in Eisessig und Alkohol, weniger leicht in Essigester 
und in Ather. 

4,650 mg Subst.: 11,26 mg CO,, 3,20 mg H,O. 

C,H 5,0, (420) Ber. C 65,66 H 7,67 
Gef. ,, 66,04 ve age 

Titration. 0,077 g¢ Subst., in Methanol gelést, verbrauchten in der 

Kalte 7,26. ccm, in der Hitze 10,28 cem n/20-KOH. 
Aquivalent (2 bas.) Ber. 210 Gef. 212 
- (3 bas. ) » 140 » ae 

Die ungesittigte Keto-tricarbonsdure C,,.H,,0,. Aus dem athe- 
rischen Filtrat der rohen Lacton-dicarbonsiure krystallisieren 
beim weiteren Einengen neben wenig Oktaedern prismatische 
Formen aus, die unscharf gegen 280° schmelzen. Man kann diese 
Siiure von der Lactonséiure durch mehrfache Krystallisation aus 
verdiinnter Essigsiure trennen, wobei man in heiem Eisessig lost 
und der Lésung das gleiche Volumen Wasser zuspritzt. Die in 
einheitlichen rhombischen Platten krystallisierte Séure, die man so 
gewinnt, schmilzt nach vorhergegangener schwacher Braunung und 
Sinterung bei 285—287% Sie ist ungesittigt gegen Permanganat 
und in Alkohol und Eisessig schwerer léslich als die Lactonséure. 

3,458 mg Subst. (bei 130° i. V. keine Abnahme): 8,40mg CO,, 
2,42 mg H,0O. 

C,,H,.0, (420) Ber. C 65,66 H 7,67 
Gef. ,, 66,25 “ toe 

Titration (in Methanol). 8,637 mg Subst. verbrauchten, kalt wie 
heiB titriert, .23 com n/20-KOH. 

Aquivalent (3 bas.) Ber. 140 Gef. 140. 

Die Lactonsiure, nicht auch die isomere ungesittigte Saure, 
wurde aus der bromierten Saéure auch mit Chinolin, feuchtem Silber- 


oxyd und Natriumacetat in Eisessig gebildet. 


Die bromierte Saure (V) spaltet bereits beim Kochen in Eisessig Brom- 
wasserstoff ab, wobei sich die Lésung dunkelbraun farbt. Nach */,stiindigem 
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Kochen wurde noch einige Zeit mit Tierkohle gekocht. Aus dem erkalteten 
Filtrat kamen schwach gelb gefarbte dreiseitige Pyramiden vom nicht ganz 
scharfen Schmelzp. 283°. Die Mutterlauge wurde nochmals !/, Stunde lang 
mit Tierkohle gekocht. Die Krystallisation aus der jetzt heller gewordenen 
Lésung wurde bei 225° weich, gab bei 232° eine triibe Schmelze, die dann 
wieder fest wurde, um bei 283° ohne Zersetzung endgiiltig zu schmelzen. Diese 
Erscheinungen waren die gleichen, nachdem die Substanz aus 50°/,iger Essig- 
siure umkrystallisiert war. Permanganat wird entfarbt. 
5,207 mg Subst. (bei 130° i. V. keine Abnahme): 12,525 mg COg, 
3,545 mg H,O. 
C.3H3,0, (420) Ber. C 65,66 H 7,67 
Gef. ,, 65,60 ~» 3m 
Titration. 9,873 mg Subst. verbrauchten in der Kalte 0,94, in der 
Hitze 1,42 cem n/20-KOH. 
Aquivalent (2 bas.) Ber. 210 Gef. 210 
” (3 bas.) » 140 i aa 
Offenbar liegt hier ein mit der oben beschriebenen Verbindung isomeres 
Lacton vor, tiber das aber nichts Naheres ausgesagt werden kann, da seine 
Untersuchung nicht griindlich durchgefiihrt ist. 
Aufspaltung der Lacton-keto-dicarbonsdure zur offenen Sadure (\). 
3,5 g der Lactonséure werden mit 220 cem n/20-NaOH am Riick- 
fluBkiihler 45 Minuten gekocht. Die schwach gelb gefairbte Lésung 
wird unter Ather angesiiuert. Die Isolierung der Oxysiure gestaltet 
sich wie beschrieben. Schmelzp. 219° (Zers.). Mischprobe. 
4,490 mg Subst.: 10,40mg CO,, 3,14mg H,O. — 0,0446g Subst.: 
5,96 ccm n/20-KOH. 
C.3H3,0; (438) Ber. C 63,01 H 7,82 Aquivalent 146 
Gef. ,, 63,17 »» 71,83 ” 150. 
Brom-ketolacton-dicarbonsaure. | ¢ der Lactonsiiure vom Schmelz- 
punkt 238° wird in 25 cem Eisessig, dem man einige Tropfen 
48°/,igen HBr zugefiigt hat, mit 2,4 cem 2 n-Brom—Hisessiglésung 
vermischt. Der Verbrauch des Broms beansprucht 15—20 Stunden. 
Wenn dann kein Brom mehr nachweisbar ist, spritzt man die heibe 
Lésung bis zur eben beginnenden Triibung mit Wasser an und 
erhalt so beim Erkalten der Lésung das bromierte Lacton in feinen 
Nadeln vom Zersp. 236° (Braunfirbung). Ausbeute 0,7 g. Zur 
Analyse wurde aus 30°/,iger Essigsiure umkrystallisiert, ohne dab 
der Schmelzpunkt sich anderte. 


3,727 mg Subst.: 7,60 mg CO,, 2,13 mg H,O. 
C,,H;,0,Br (499) Ber. C 55,29 H 6,26 
Gef. ,, 55,61 ,, 6,40. 
Titration. 0,1023, 0,0827 g Subst. verbrauchten (in Methanol) in der 
Kalte 8,49, 7,14, in der Hitze 16,84, 13,04 ccm n/20-KOH. 
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Aquivalent (2 bas.) Ber. 250 Gef. 241, 231 
- (3bas. +- HBr) » 125 » '8a, 387. 


Die Lésungen wurden mit HNO, angesduert und (nach Volhard) mit 

Silbernitrat titriert; es wurden 2,1] und 1,64 ccm n/10-AgNO, verbraucht. 
Ber. Br 16,01 Gef. Br 16,40, 15,85. 

Keto-enol-tricarbonsaure (VI). 1 g der bromierten Lactonsaure 
wird mit 200 cem n/20-NaOH 3/, Stunden lang unter RiickfluB 
gekocht. Die erkaltete gelbe Lésung wird unter Ather angesiuert. 
Aus der eingeengten Atherlésung scheiden ‘sich 0,53 g zentrisch 
gruppierter Nadeln vom Schmelzp. 271° (geringe Zers.) ab. Man 
krystallisiert. aus Ather (in der Extraktionshiilse) oder aus 50°/,iger 
Kssigsiiure um, ohne daB der Schmelzpunkt steigt. 

4,743 mg Subst.: 10,98 mg CO,, 3,11 mg H,0O. 

Cp3H,,0, (436) Ber. C 63,28 H 7,39 
Gef. ,, 63,13 » 

Titration. 0,0855 g Subst. verbrauchten in Methylalkohol, kalt und 
heiB, 11,29 ccm n/20-KOH. 

Aquivalent (3 bas.) Ber. 145 Gef. 151. 

Die Siure gibt in Alkohol mit FeCl, eine dunkelrotbraune 
Farbreaktion und verbraucht sofort Brom. 

Oxydation der Oxy-keto-tricarbonsaure (V) zur Keto-enolsaure. 
0,5 ¢ der Siure V wird, in Natronlauge gelést, mit dem 5fachen 
UberschuB von Fehlingscher Lésung 5 Minuten gekocht. Vom 
ausgeschiedenen Kupfer-(I)-oxyd wird abfiltriert und unter Ather 
angesiiuert. Die gelbe Atherlésung wird mit Tierkohle entfarbt 
und liefert beim langsamen EKinengen in geringer Ausbeute (20°/)) 
schwach gelbe Nadeln, die, aus Essigester umkrystallisiert, bei 
2699 schmelzen und durch Mischprobe und FeCl,-Reaktion mit 
der Knolsiure identifiziert wurden. 

4,256 mg Subst.: 9,87 mg CO,, 2,84 mg H,0. 

Cy3H 20, (436) Ber. C 63,28 H 7,39 
Gef. ,, 63,50 » tae 

Die Keto-enolsiure wird auch durch Verseifung der nicht in 
reinem Zustand gewonnenen Dibrom-keto-tricarbonséure erhalten. 

1 ¢ offene Brenz-choloidansiure, in 10 ccm Eisessig gelost, wird 
mit 5 eem 2 n-Brom—Hisessiglésung so lange stehen gelassen, bis 
das Brom verbraucht ist. Es scheiden sich nach und nach 0,2 g 
farbloser Nadeln vom Zersp. 229° (Braunfirbung) aus. Das 
Filtrat wird mit Wasser gefallt, der gelbe amorphe Niederschlag 
nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator in Ather gelést und 
die Atherlésung im trockenen Luftstrom eingeengt. Auf diese Weise 
erhilt man eine zweite Krystallisation vom gleichen Schmelzpunkt, 
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Die Substanz gab keine stimmenden Analysen, da sie sehr leicht 
Brom abspaltet. Zur Uberfithrung der dibromierten Saéure in die 
Keto-enolsiure wurde 1g Substanz mit 200 cem n/20-NaOH 
1 Stunde lang unter RiickfluB gekocht. Die Isolierung der brom- 
freien Séure geschah in der iiblichen Weise. Ks wurden von ihr 
0,5 ¢ vom Schmelzp. 270° (aus Essigester) erhalten, mit allen 
erwarteten Eigenschaften. 

5,351 mg Subst.: 12,395 mg CO,, 3,47 mg H,0O. 

C.3H,.0, (436) Ber. C 63,28  H 7,39 
Gef. ,, 63,17 ~ ian 
Aquivalent Ber. 145  Gef. 145, 146, 144. 

Bromierung der Brenz-choloidansdure. 1 g Brenz-choloidansiure 
wurde bei Gegenwart von wenig HBr mit der fiir 1 Mol 
berechneten Menge Brom zur Reaktion gebracht, das nach 
3 Stunden verbraucht war. Das mit Wasser ausgefillte Reaktions- 
produkt wurde aus Ather in einer Menge von 0,35 g krystallisiert 
erhalten. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 223° (Dunkelfarbung). 

4,090 mg Subst.: 8,630 mg CO,, 2,51 mg H,O. 

C,5H,,0,Br (483) Ber. © 57,12 H 6,47 
Gef. ,, 57,55 », 6,87. 

Anhydroverbindung aus Keto-/-desoxy-biliansdure (VIII). 2 ¢ 
der Diketosiure VIII werden unter Stickstoff auf 200° erwarmt, 
wobei starkes Schiumen auftritt. Man steigerte dann die ‘l'em- 
peratur langsam auf 230°; nach 3/, Stunde war die Gasentwicklung 
beendet. CO, wurde nicht abgespalten. Aus der Essigesterlésung 
der hellbraunen Schmelze kommen beim Anreiben mit einem 
Glasstab gelb gefarbte Krystalle, deren Menge sich beim Kinengen 
der Mutterlauge vermehrt. Das Rohprodukt wurde aus Ather und 
hernach aus Methanol umkrystallisiert. Farblose Prismen vom 
Schmelzp. 248—250°. Dasselbe Produkt wurde auch aus der 
Keto-enolséiure, die durch Umlagerung aus VIII entsteht, erhalten. 

4,705, 4,940 mg Subst. (bei 85° i. V. getrocknet): 11,50, 12,065 mg CO,, 
3,10, 3,225 mg H,0. 

C2,H,.0, (482) Ber. C 66,63 H 7,46 
Gef. ,, 66,66, 66,61 9 7,37, 7,30. 

Titration. 14,064, 4,028, 4,850 mg Subst. verbrauchten in Methanol 
1,87, 0,53, 0,65 ccm n/20-KOH. 

Aquivalent (3bas.) Ber. 144 ~— Gef. 150, 150, 149. 

Die Anhydrosiure gibt keine Farbung mit FeCl,, entfarbt 
sofort Permanganat, Brom jedoch nur langsam. Aus der Titrations- 
lésung wird sie beim Ansauern unverindert zuriickgewonne.. 
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Methylester. Dargestellt mit Diazomethan. Krystallisiert 
aus Ather—Petrolither in Warzen vom Schmelzp. 109°. 

4,710mg Subst.: 11,720 mg CO,, 3,455mg H,O. — 5,500 mg Subst.: 
839mg AgJ. 

C,,H;,0, (474) Ber. C 68,31 H 8,08  30CH, 19,62 

Gef. ,, 67,86 »» 8,21 - 20,14. 

Ungesattigte Keto-lacton-dicarbonsdure C,,H,,0, (X). 5g Mono- 
brom-desoxybiliensiure oder auch Dibrom-desoxybiliansiéiure?) 
werden mit 50 cem 3 n-methylalkoholischer Kalilauge 6 Stunden 
am RieckfluB gekocht. Nach dem Ansiuern und Verdiinnen mit 
Wasser krystallisiert die bromfreie Saéure in wattigen Nadeln, die 
auch nach 6fterem Umkrystallisieren aus Eisessig den unscharfen 
Schmelzp. 285—240° (Zers.) haben. Ausbeute etwa 70°/). 

Zur Analyse bei 120° im Vakuum getrocknet. 

3,349, 4,28, 3,730 mg Subst.: 8,21, 10,47, 9,13 mg CO,, 2,15, 2,86 
2,26 mg H,0O. 

C,,H,.0, (432) Ber. C 66,67 H 7,40 
Gef. ,, 66,86, 66,27, 66,75 »» 7,18, 7,48, 6,78. 

Titration. 0,1970g Substanz (in Alkohol gelést) verbrauchten 
0,82 ccm 0,982 n-NaOH, nach ?/,stiindigem Erhitzen mit einem UberschuB 
von Lauge wurden noch weitere 0,496 ccm verbraucht. 


Aquivalent fiir 2bas. Saure Ber. 216 Gef. 244 
oe ~» Sues. ow » 144 » Lol. 


Der Methylester krystallisiert beim UbergieBen der Siure 
mit Diazomethanlésung sofort aus. Aus Methylalkohol in langen 
Nadeln vom Schmelzp. 195°. 

Zur Analyse bei 100° im Vakuum getrocknet. 

3,806 mg Subst.: 9,47 mg CO,, 2,61 mg H,O. — 4,304, 4,591 mg Subst. : 
3,70, 4,81 mg AgJ. 

Cog,H 0, (460) Ber. C 67,85 H 7,82 20CH, 13,50 
Gef. ,, 67,86 eae » 11,36, 13,84. 

Keto-tricarbonsaure C,,H,,0,. Zu einer Losung von 3g der 
Lactonsiiure C,,H3,0, in 50 cem Eisessig gibt man 5 g Zinkstaub 
und figt langsam konzentrierte Salzsiure hinzu, bis alles Zink 
celést ist. Durch Zugabe von Wasser werden glinzende Nadeln 
ausgefallt, die aus Kisessig umkrystallisiert bei 210° schmelzen. 
Sintern einige Grade tiefer. Mit f-Desoxybilianséure Depression. 

4,293 mg Subst.: 10,44 mg CO,, 3,05 mg H,0. 

C,,H,,0, (436) Ber. C 66,01  H 8,24 
Gef. ,, 66,33 » 
Titration. 36,127 mg Subst. verbrauchten 4,8 ccm 0,0514 n-NaOH. 
Aquivalent Ber. 145 = Gef. 146. 
1) Diese Z. 194, 116 (1931). 
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Uber Clupein. 
V. Mitteilung 


Von 


K. Felix, K. Inouye und K., Dirr. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. medizinischen Klinik der Universitit Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1932.) 


Zur weiteren Aufklérung der Reihenfolge in der Verkettung 
der Bausteine des Clupeins haben wir die Produkte der Trypsin- 
verdauung aufgearbeitet. Nach den Ergebnissen der in der 
II. Mitteilung beschriebenen Versuche sollten unter ihnen noch 
or6Bere Bruchstiicke vorhanden sein. °) Wir fanden damals, 
daB Arginase aus dem Verdauungsgemisch soviel Harnstoff 
entwickelt, als der Halfte des Arginins entspricht. Die andere 
Halfte des Arginins blieb so gebunden, daB sie mit Arginase bei 
pu 9,0 nicht reagieren konnte. AuBerdem wurde ein Sechstel 
des Gesamtstickstoffs an Aminogruppen und eine fdquivalente 
Menge Carboxyle frei. Wir vermuteten damals, daf nur die eine 
Halfte des Clupeinmolekiils zerlegt worden ist. 

Wir haben jetzt zwei Verdauungsversuche angesetzt, den 
einen mit 30g, den anderen mit 64 g Clupeinmethylesterhydro- 
chlorid B. Gemessen an dem Zuwachs der Aciditét und des freien 
Aminostickstoffs erreichten diese Versuche innerhalb der Fehler- 
srenze denselben Endzustand wie die friiheren; in beiden Fallen 
war der Zuwachs einem Sechstel des Gesamtstickstoffs aiquivalent. 
Die Biuretreaktion war am SchlufB der Versuche noch _ positiv. 

Uber die Aufarbeitung solcher Gemische von partiellen 
Spaltungen der Proteine liegen noch sehr wenig Krfahrungen vor. 
Das am meisten bevorzugte Verfahren der Trennung iiber die 
Silbersalze nach Kossel und Kutscher kann hier nicht an- 
gewandt werden; denn die Bruchstiicke miissen einander sehr 
ihnliche Fallungseigenschaften haben, da in allen Arginin zu 
erwarten ist. Auch die Salze anderer Schwermetalle, wie Queck- 
silber und Kupfer, erwiesen sich in Vorversuchen als unbrauchbar. 
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Kine Aufteilung des Gemisches gelang nur iiber die Flavianate 
und Pikrate. Sie unterschieden sich durch die Léslichkeit in 
Wasser und Alkohol verschiedener Konzentrationen. Die zunachst 
stets schmierigen Produkte konnten schlieBlich durch sehr haufig 
wiederholte Umfallungen und Umkrystallisationen in einheitliche 
und definierbare Korper wbergefiihrt werden. Die dabei unver- 
meidlichen groBen Verluste muBten vorliufig mit in Kauf ‘ge- 
nommen werden. Vor der Anwendung der Flaviansaéure und 
Pikrinséure haben wir das Gemisch noch mit Alkohol fraktioniert. 
AuBerdem erwies es sich in den meisten Fiillen als zweckmaBig, 
die schmierigen Niederschlige durch Uberfiihrung in die Ester- 
hydrochloride zu reinigen und dann wieder in die Flavianate und 
Pikrate zuriickzuverwandeln. So gelang es schlieBlich, fiinf ver- 
schiedene argininhaltige Dipeptide als wohlkrystallisierte Flavia- 
nate oder Pikrate zu isolieren und identifizieren. 

Im ersten Versuch haben wir den Trockenriickstand des 
Verdauungsgemisches nacheinander mit absolutem, 96- und 
90°/,igem Alkohol extrahiert. Die drei alkoholléslichen Frak- 
tionen enthielten jedoch in der Hauptsache Ammoniumsalze. 
Wir verwandten Ammoniakammoniumcehlorid als Puffer. Ein- 
wandfrei lie sich aus der 90°/,igen alkoholischen Lésung nur 
Arginin isolieren. AuBerdem erhielten wir aus der gleichen Frak- 
tion das Flavianat eines Argininpeptids, dessen Identifizierung 
erst im zweiten Versuch gelang. So bot die Aufteilung des Ver- 
dauungsgemisches in vier Fraktionen nach der Léslichkeit in 
Alkohol keine besonderen Vorteile und wir beschréinkten uns im 
zweiten Versuch nur auf die Trennung mit 90°/,igem Alkohol. Der 
in 90°/,igem Alkohol unldsliche Anteil machte die Hauptmenge aus. 

Die Substanzen der in 90°/,igem Alkohol unléslichen Fraktion 
des ersten Versuchs haben wir in die Pikrate ibergefiihrt, indem 
auf 5 Atome Stickstoff ein Molekiil Pikrinséure in alkoholischer 
Losung zugesetzt wurde. Ein Teil der Pikrate war in Wasser 
schwer, ein anderer leicht ldslich. 

Aus den in Wasser schwer ldéslichen, schmierigen Pikraten 
gewannen wir schlieBlich das krystallisierte Pikrat eines Dipeptids 
aus Arginin und Alanin, das bei 180° sintert und bei 250° sich 
zersetzt. Die weitere Reinigung der in Wasser leicht ldslichen 
Pikrate fiihrte zu einem Dipeptid aus Arginin und Serin. Sein 
Pikrat zersetzt sieh bei 225°. Die Ausbeuten betrugen fir die 
reinen Pikrate beim Alanin-argininpeptid 1,5 g und beim Serin— 
Argininpeptid 1g. Ihre Zusammensetzung wurde durch Ele- 
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mentaranalyse der Pikrate und quantitative Bestimmung und 
Identifizierung der Aminosiéiuren nach der Hydrolyse bewiesen. 
Noch nicht konnte ermittelt werden, welcher der beiden Kompo- 
nenten jeweils die freie Carboxylgruppe und Aminogruppe an- 
gehort. AuBerdem war in den beiden Pikratfraktionen wahr- 
scheinlich noch Arginyl-arginin vorhanden, konnte aber nicht 
identifiziert werden. 

Wir haben deswegen bei dem zweiten Versuch danach ge- 
trachtet eindeutig festzustellen, ob dieses Peptid bei der Trypsin- 
verdauung auftritt. Von Nutzen waren uns dafiir die Er- 
fahrungen, welche wir bei der Isolierung des Arginyl-arginin- 
dipikrates aus der partiellen Salzsiurehydrolyse des Clupeins ge- 
wonnen haben.*) Danach bildet es ein besonders schwer lésliches 
Flavianat, das friiher als das Argininflavianat ausfallt. Freies 
Arginin konnte nicht sehr stéren, da es zum gréBten Teil in der 
in 90°/,igem Alkohol léslichen Fraktion enthalten ist. 

Auf Zusatz von Flavianséure zu der in 90°/,igem Alkohol unlés- 
lichen Fraktion fiel denn auch gleich eine gelbbraune schmierige 
Masse aus, die nach einigen Tagen fest wurde und rund 25 g wog. 
Wir haben aus dem Niederschlag die Flaviansiiure mit Baryt 
entfernt und das Pikrat hergestellt, und zwar so, daB auf 4 Atome 
Stickstoff 1 Molekiil Pikrinsdéure traf. Das trockene Pikrat haben 
wir erst mit absolutem, darauf mit 50°/,igem Alkohol extrahiert. Aus 
der letzteren Lésung schieden sich nach mehrere Wochen langem 
Stehen kleine Nidelchen ab, Ausbeute 3,5 g. Beim Erhitzen im 
Schmelzpunktrohrchen verhielt sich dieses krystallisierte Pikrat 
ebenso wie Arginyl-arginin-dipikrat, sinterte bei 180°, zersetzte 
sich erstmalig bei 185° ohne Verfaérbung und zum zweiten Male 
bei 275° unter Braunfirbung. Nach der Hydrolyse wurde sein 
gesamter Stickstoff in Form von Argininflavianat isoliert. Wahr- 
scheinlich war in dem aus dem Flavianat gewonnenen Pikrat 
noch mehr Arginyl-arginin enthalten, jedoch sehr stark mit an- 
deren Produkten verunreinigt. 

Aus dem Filtrat des schwer ldslichen Flavianats schied sich 
beim Einengen und Zufiigen von Alkohol bis zu 50°/, ein krystalli- 
sierter Niederschlag mit dem Zersetzungspunkt 240° ab. Bei der 
Hydrolyse lieferte er 80°/, des Gesamtstickstoffs als Arginin- 
flavianat und 20°/, in Form von Oxyprolin, welches durch Ana- 
lyse und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. Da sich bei der 
Hydrolyse der freie Aminostickstoff nicht anderte, sondern auf 
20°/, vom Gesamtstickstoff stehen blieb, muB es sich um Arginyl- 
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oxyprolin handeln. Oxyprolin war bis jetzt unter den Bausteinen 
des Clupeins nicht nachgewiesen. 

Den in 90°/jigem Alkohol léslichen Anteil des Verdauungs- 
gemisches haben wir zunichst ebenfalls mit Flaviansiiure im Uber- 
schuB versetzt, nachdem der groBte Teil des Ammoniumchlorids 
durch wiederholtes Kindampfen mit Methylalkohol entfernt worden 
war. Beim Stehen iiber Nacht fiel eine groBere Menge, rund 20 g, 
von Argininflavianat aus. Aus dem Filtrat krystallisierte bei 
weiterem Stehen ein neues Flavianat aus, das nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Wasser sich bei 250° zersetzte, Ausbeute 2 g. 
Das Pikrat dieses K6érpers war in kaltem Wasser und absolutem 
Alkohol schwerer, in 50°/,igem Alkohol leichter léshich, krystalh- 
sierte jedoch nicht. Nach der Analyse handelt es sich um ein 
Dipeptid aus Arginin und einer einfachen Monoaminosiure mit 
5 Kohlenstoffatomen, die wahrscheinlich Valin ist. Mit reinem 
Valin gemischt gab sie keine Depression des Schmelzpunktes. 
Die von Kossel unter den Bausteinen des Clupeins nach- 
gewlesene, aber nicht naher definierte Aminovalerianséure dirfte 
somit Valin sein. 

Mit dem Oxyprolin ist ein weiterer Baustein des Clupeins 
aufgefunden, der eine Hydroxylgruppe besitzt. Auffallend ist 
nun, daB zu den zwei einfachen Aminosauren, Alanin und Prolin 
die entsprechenden Oxysiéuren vorkommen, und wir rechnen da- 
mit, daB neben dem Valin auch Oxyvalin sich wird nachweisen 
lassen. Vermutlich ist dieses paarweise Vorkommen der ein- 
fachen und der Oxyaminosiuren physiologisch und strukturell 
fiir das Clupein von Bedeutung. Jedenfalls diirfte ein Teil des 
sogenannten iiberschiissigen Sauerstoffs durch die neuen Oxy- 
siiuren seine zwanglose Erklirung finden. Das Clupein enthalt 
somit nicht 4, sondern mindestens 5, vielleicht sogar 6 Mono- 
aminosiuren. 

Unsere jetzigen praparativen Versuche stellen erst einen An- 
fang dar; auch ist einzuriéiumen, daf bei dem langen Weg der 
Aufarbeitung noch sekundir Spaltungen eingetreten sein kdénnen. 
Is sind noch nicht alle Bruchstiicke der Trypsinverdauung erfaBt. 
So ist es z. B. nicht gelungen, einen Ko6rper, der die Biuret- 
reaktion gibt, zu isolieren; wahrscheinlich ist er in einer der 
Sechmieren enthalten. Ebenso fanden wir kein Bruchstiick, in 
dem Prolin vorkommt. Dieses selbst scheint nicht frei geworden zu 
sein, da es sich in den entsprechenden Fraktionen nicht nachweisen 
lieB. Die Trennungsmethoden sind noch weiter auszubilden. 
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Immerhin veranlassen uns die tatsiachlich isolierten Bruch- 
stiicke, das Bild, welches wir uns von der ‘Trypsinspaltung ge- 
macht haben, zu revidieren. Sie verliuft wesentlich kompli- 
zierter. Zunachst entstammt der Harnstoff, welcher durch Argi- 
nase am Ende der Trypsinverdauung abgespalten wird und nach 
den Versuchen unserer II. Mitteilung der Hilfte des gesamten 
Arginins aquivalent ist, nicht nur freiem Arginin, sondern auch 
Arginyl-arginin. Von letzterem reagiert nach $8. Kdlbacher und 
H. Burchard?) die Komponente mit der freien Carboxylgruppe 
bei demselben px (9—9,5) wie Arginin selbst. Von den isolierten 
Arginin-monoaminosiiure-dipeptiden wird bei einigen die freie 
Carboxylgruppe ebenfalls dem Arginin zugehéren; jedoch dirfte 
bei ihnen das Optimum der Arginasewirkung bei anderer Wasser- 
stoffionenkonzentration legen. 

Der weiteren Diskussion legen wir die Annahme Kossels 
von dem Aufbau des Clupeins aus Protonen, also ‘Tripeptiden, 
aus zwel Molekiilen Arginin und einer Monoaminosiiure, zugrunde. 
IKntsprechend der Zahl der Monoaminosiiuren mu es mindestens 
fiinf verschiedene Protone geben, die aber nicht alle in jedem 
der verschieden groBen Clupeinmolekiile vorkommen werden. Die 
im Clupein B enthaltenen sind in unseren Versuchen an _ver- 
schiedenen Stellen gespalten worden. Bei einigen ging die Spal- 
tung zwischen den beiden Argininmolekiilen durch und _ lieferte 
freies Arginin auf der einen und Arginin-monoaminosiure-peptide 
auf der anderen Seite. Bei anderen trennte Trypsin die Mono- 
aminosiure vom Arginyl-arginin. Letzteres konnte isoliert werden, 
die freien Aminosiéuren noch nicht. Diese UnregelmiéiBigkeit wird 
ihren Grund in dem verschiedenen Aufbau der Protone und 
wahrscheinlich auch in der komplexen Natur der Trypsinkinase 
haben. Der verschiedene Aufbau der Protone betrifft die Stellung 
der Monoaminosiiure zum Arginyl-arginin. Aus der ‘Tatsache, 
daB die freie Carboxylgruppe des Clupeins einem Argininmolekiil 
angehort, folgerten wir bereits friiher?), daB bei mindestens einem 
Proton die Monoaminosiiure am Aminoende des Tripeptids stehen 
muB. Der Nachweis eines Arginyl-oxyprolins spricht nun dafiir, 
daB es auch Protone geben muB, deren freie Carboxylgruppe 
einer Monoaminosiure angehort. 


Experimenteller Teil. 


I. Fir den ersten Versuch verwandten. wir ein Priiparat von 
Clupeinmethylesterhydrochlorid, das durch fiinfmaliges Umfillen 
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aus methylalkoholischer Salzsiure mit Ather gereinigt worden war. 
Ks enthielt 25,31°/, N, 15,10°/, Cl und 1,87°/, OCH, gleicht also 
dem als B bezeichneten Priparat der I. Mitteilung.4) Nach der 
Hydrolyse betrug der freie Aminostickstoff 34,36°/, vom Gesamt- 
stickstoff und der Arginingehalt (als Flavianat isoliert) 89°/, 
vom Gesamtstickstoff. 

Das Fermentpraiparat, das wir beniitzten, war ein Trocken- 
priparat von Trypsin, das mit einem ebenfalls getrockneten 
Priiparat von Enterokinase aktiviert wurde; beide waren nach 
W. Grassmann und H. Dyckerhoff®) dargestellt worden. Die 
Wirksamkeit von 2mg Trypsin, die mit 0,25 mg Enterokinase 
aktiviert worden waren, entsprach nach einer Prifung gegen 
Casein bei 30° und pu 8,6 0,8 Trypsineinheiten. 

30g Clupeinmethylesterhydrochlorid wurden in 1200 cem 
Wasser gelést und mit 900 ccm einer aktivierten Trypsinlésung 
von 400 Kinheiten gemischt. Durch n-Ammoniak stellten wir die 
Reaktion auf px 8,6 ein und gaben noch 100cem Ammoniak- 
ammonchloridpuffer desselben pu zu. Die Verseifung des Hsters 
wurde nicht eigens durchgefiihrt, weil sie bei dieser Reaktion 
von selbst erfolgt. Die Mischung blieb unter Toluol in einem 
Thermostaten von 387,2—87,3° stehen. Den Verlauf der Ver- 
dauung verfolgten wir in diesem Versuch nur durch die alko- 
holische ‘Titration. Wie schon in der II. Mitteilung hervor- 
gehoben, verschiebt sich die Reaktion bei der Trypsinverdauung 
erheblich nach der sauren Seite, so dab sie durch Zusatz von 
n-Ammoniak wieder auf das Optimum zuriickgebracht werden 
muBte.®) Wie die folgende Ubersicht zeigt, war die Verdauung 
nach 70 Stunden beendet und hatte erneuter Zusatz von 
100 Trypsineinheiten keinen EinfluB mehr. 
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Zusatz von 100 Trypsineinheiten 
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Das Endvolumen betrug 2635 ccm und damit der Gesamt- 
zuwachs an 0,2 n- KOH 447,95 cem, der einem Sechstel des Gesamt- 
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stickstoffs (7,593 g N) aquivalente Wert ist 452 cem 0,2 n-KOH. 
Die Biuretreaktion war noch positiv und von rotvioletter Farbe. 

Die gesamte Verdauungsmischung wurde zunichst filtriert, 
um das inzwischen teilweise ausgefallene Ferment zu _beseitigen. 
Das Filtrat neutralisierten wir mit verdiinnter Salzsiure gegen 
Lackmus und engten es im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz ein. 
Den Riickstand extrahierten wir nacheinander mit absolutem, 
96- und 90°/,igem Alkohol. Die Hauptmenge war in 90°/,igem 
Alkohol unléslich. In absolutem Alkohol lésten sich ungefihr 
0,3 g, die in der Hauptsache aus Ammoniumchlorid bestanden. 
Auch der in 96°/,igem Alkohol lésliche Anteil, etwa 3g, wa* 
eroBtenteils wieder Ammoniumchlorid. Wir entfernten das Am- 
moniak als Pikrat und vereinigten die Mutterlauge nach Be- 
seitigung der Pikrinsiure mit dem entsprechenden Teil der néchsten 
Alkoholfraktion. 

‘Die dritte Fraktion (unléslich in absolutem und 96°/,igem 
Alkohol, léslich in 90°/jigem Alkohol) gab 2g Riickstand. Da in 
ihr frei gewordenes Arginin zu erwarten war, haben wir zuniichst 
Flavianséure zugesetzt. Nach 24 Stunden waren 1,5 g Arginin- 
flavianat mit dem Zersetzungspunkt 275° auskrystallisiert. Aus 
der Mutterlauge erhielten wir nach 4 Tagen eine kleine Menge 
eines neuen Flavianats, wahrscheinlich eines Dipeptids aus Arginin 
und Valin, das jedoch erst im zweiten Versuch identifiziert werden 
konnte. Aus der Mutterlauge bekamen wir nach Beseitigung mit 
Flaviansiure wieder Ammoniumpikrat. Den Rest haben wir von 
der Pikrinséiure befreit und mit dem entsprechenden Anteil der 
vorigen Fraktion der Kupferfraktionierung unterworfen. Unter 
den in Methylalkohol léshchen Kupfersalzen, welche Prolin und 
Valin enthalten sollten, war nur sehr wenig organisches Material 
und keine bestimmte Aminosiure konnte identifiziert werden. 
Aus den in Methylalkohol unléslichen, in Wasser aber léslichen 
Kupfersalzen isolierten wir ungefihr 0,5 g Arginin als Flavianat. 

Die vierte in 90°/,igem Alkohol unlésliche Fraktion wurde 
wiederholt mit Methylalkchol im Vakuum eingeengt, um das 
auch in ihr vorhandene Ammoniumehlorid moéglichst zu entfernen. 
SchlieBlich enthielt der Riickstand noch 4,92 g¢ Stickstoff. Wir 
lésten ihn in 1800 cem Wasser und setzten soviel Pikrinsiiure in 
alkoholischer Lésung zu, daB auf 5 Atome Stickstoff ein Molekiil 
kam. Sofort schied sich ein braéunlicher schmieriger Niederschlag 
ab, der nach 24 Stunden auf einer Glasnutsche abgesaugt wurde. 
Das Filtrat engten wir auf dem Wasserbad zum Sirup ein und 
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verrieben diesen wiederholt mit Wasser. Der unldésliche Riick- 
stand wurde mit dem zuerst ausgefallenen schmierigen Pikrat 
vereinigt. 

Serin-arginin-dipeptid. Da das in Wasser lésliche Pikrat 
nicht krystallisierte, haben wir es mit 5 vol.-°/jiger Schwefelséure 
und Ather zerlegt, die iiberschiissige Schwefelsiure mit um- 
krystallisierten Baryt und dessen Uberschu8 wieder mit Kohlen- 
siiure entfernt. Beim Eindampfen hinterlieB die waBrige Lésung 
einen leicht bréunlich gefaérbten Sirup. Wir entfarbten ihn mit 
Tierkohle und trockneten ihn mit Aceton. Es entstand ein weiBbes, 
stark hygroskopisches Pulver, Ausbeute etwa 4g. 1g wurde 
mit Methylalkohol und trockener Salzsiure verestert und mit 
Ather gefillt, blieb aber auch nach dieser Behandlung amorph 
und stark hygroskopisch. Nach einer vorliufigen Analyse ent- 
hielt das Pulver 20,34°/, freien Amiunostickstoff vom Gesamt- 
stickstoff nach der van Slykeschen Methode und 18,8°/, nach 
der Formoltitration. Im Hydrolysat betrug er 39,8°/). 78,32°/, 
vom Gesamtstickstoff konnten als Argininflavianat aus dem 
Hydrolysat isoliert werden. Danach mute es sich um ein Di- 
peptid aus Arginin und emer Monoaminosiure handeln. 

Zur weiteren Reinigung lésten wir 2,5 g des trockenen Pulvers 
(Gesamt-N 0,55 g) in 800cem Wasser und figten 2 Molekiile 
Flaviansiure auf 1 Atom Stickstoff zu. Ms entstand sofort ein 
schmieriger Niederschlag, von dem dekantiert wurde. Beim [in- 
engen der Fliissigkeit im Vakuum auf ungefahr 800 ccm schied 
sich ein krystallines Flavianat ab, eine weitere Portion beim Ein- 
engen der Mutterlauge im Exsiccator, Ausbeute etwa 2g. Beide 
hatten die gleichen Eigenschaften und wurden vereinigt. Sie 
zersetzen sich bei 260°, lésten sich sechwer in kaltem, etwas 
leichter in heiBem Wasser, am besten in w&Brigem Alkohol. 

Das Flavianat wurde in 5 vol.-°/,iger Schwefelséiure auf- 
genommen und die freie Flaviansiure mit Butylalkohol aus- 
geschittelt. Der Butylalkohol wurde noch mehrmals mit der 
Schwefelsiure gewaschen und die Waschwasser mit der Haupt- 
menge vereinigt. Nachdem die Schwefelsiure in bekannter Weise 
mit Baryt entfernt worden war, wurde die Lésung auf 4 Atome 
Stickstoff mit 1 Mol. Pikrinséure versetzt und im Vakuum 
eingeengt. Als etwa 50cem erreicht waren, krystallisierte ein 
Pikrat aus, von dem abfiltriert wurde. Aus der Mutterlauge er- 
schienen beim Stehen noch weitere Krystalle derselben Form, 
Ausbeute etwa 1g. Wir ldsten das Pikrat in wenig Wasser, be- 


Uber Clupein. 195 


handelten es mit etwas Tierkohle und lieBen es im Laufe einer 
Woche langsam auskrystallisieren. Der Zersetzungspunkt lag bei 
225° und anderte sich nicht beim Umkrystallisieren. 

Herr Professor Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die 
Krystalle zu untersuchen und uns die Ergebnisse zu iiberlassen. 
Wir mochten ihm auch an dieser Stelle fiir sein Kntgegenkommen 
danken. 

,»Hellgelbe, parallel ausléschende Prismen, hiiufig nach einem 
Flaichenpaar linealartig etwas verbreitert ausgebildet. Im _ kon- 
vergenten Licht das Interferenzbild einer Bisektrix, vermutlich 
der spitzen, aber bei groBem, nahe an 90° messendem Achsen- 
winkel, die nur wenig gegen die Normale der Aufliegefliche der 
Prismen geneigt ist. Das Achsenbild zeigt eine deutliche hori- 
zontale Dispersion, Blau liegt néher an der Bisektrix als Rot. 
Ebene der optischen Achsen senkrecht zur Lingserstreckung der 
Prismen. Krystallsystem monoklin. 


4,93 mg des bei gew6hnlicher Temperatur im Vakuum iiber Kalium- 
hydroxyd und Calciumchlorid getrockneten Pikrates verloren bei 100° im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 0,321 mg an Gewicht. 


4,3 mg Subst.: 5,766mg CO,, 1,650mg H,O. — 2,864 mg Subst.: 
0,555 cem N, (22°, 771 mm). 


C,,H..N,0,, (490.2) Ber. C 36,71 H 4,52 N 22,85 
Gef. ,, 36,57 ,, 4,29 ,, 22,75 


0,8 g des fein pulverisierten krystallisierten Pikrates wurden in wenig 
Methylalkohol suspendiert und in die Mischung unter Kihlung trockene 
Salzsture bis zur Lésung eingeleitet. Das Hydrochlorid des Methylesters 
wurde mit Ather gefallt, in wenig Wasser gelést, mit Tierkohle behandelt, 
mit Aceton gefallt und im Exsiccator getrocknet. Es entstand ein schnee- 
weiBes hygroskopisches Pulver. 

Hydrolyse und Argininbestimmung. Etwa 1g des Esters wurde 
mit 25 ccm 20°/,iger Salzsiure 24 Stunden unter RiickfluB gekocht, die Salz- 
siure durch Eindampfen auf dem Wasserbad mdéglichst entfernt, daB die 
Mischung gerade noch sauer reagierte. Der Riickstand wurde in Wasser ge- 
lést und das Volumen auf 100 cem.gebracht. 

Kjeldahl: 5cem verbrauchten 1,58, 1,53 cem 0,1 n-HCl, — 2,18 mg 
Gesamt-N. — Van Slyke: 5cem gaben 0,9, 0,8cem N, (22°, 716mm), 
= 0,895 mg NH,-N, 41,05°/, vom Gesamt-N. 

Zweimal je 30 ccm wurden mit 10 ccm 10°/,iger Flaviansiure versetzt 
und gaben 0,0918, 0,0924 g Flavianat, — 80,80°/, Arginin-N vom Gesamt-N. 


Nachweis von Serin. Das Filtrat vom Argininflavianat wurde 
mit Salzsiure bis zu 10°/, versetzt und mit Butylalkohol zur Ent- 
fernung der iiberschiissigen Flaviansiure ausgeschiittelt. Die 
waBrige Lésung wurde mehrmals auf dem Wasserbad eingedampit, 

13* 
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bis moéglichst alle Salzsiiure vertrieben war. Der Riickstand wurde 
wieder in Wasser aufgenommen, mit ‘Tierkohle behandelt und 
langsam zur Krystallisation eingeengt. Nach langerem Stehen 
krystallisierten groBe, makroskopisch sichtbare hexagonale Tafeln 
aus. Sie zersetzten sich bei 239° und gaben mit Serinhydro- 
chlorid, das in gleicher Weise durch EKindampfen der salzsauren 
Losung hergestellt worden war, keine Depression des Schmelz- 
punktes, dagegen eine sehr deutliche (386°) mit Alaninhydro- 
echlorid. 

3,450 mg Subst.: 0,297 ccm N, (18°, 750mm), = 9,979/, N, berechnet 
fiir Serinhydrochlorid 9,89°/,. 


Alanin-arginin-dipeptid. Das oben erwihnte, in Wasser 
schwer ldésliche Pikrat aus der in 90°/jigem Alkohol unldéslichen 
Fraktion wurde in einem Exsiceator vollstindig getrocknet, fein 
gepulvert und in das Hydrochlorid des Methylesters wbergefiihrt. 
Die vorliufige Analyse ergab 12,83°/, Amino-N vom Gesamt-N 
und $6,2°/, Arginin-N vom Gesamt-N. Die Substanz enthielt 
also mehr Arginin, als einem Dipeptid aus Arginin und einer Mono- 
aminosdiure entspricht. Vielleicht war sie durch Arginin oder wegen 
des niedrigen Amunostickstoffs wahrscheinlicher durch Arginyl- 
arginin verunreinigt. 

Die Substanz wurde wieder in das Pikrat zuriickverwandelt 
und die Lésung des Pikrates bei neutraler Reaktion im Vakuum 
zur T'rockene eingeengt. Der groBte Teil des Pikrates war in 
absolutem Alkohol und auch in Wasser schwer ldslich, dagegen 
relativ gut in 50°/jigem Alkohol. Aus der Lésung in 50°/jigem 
Alkohol kam nach 4 Wochen langem Stehen ein Pikrat zuerst in 
dligen Tropfen, die dann allmahlich in Form kurzer Nidelechen 
krystallisierten. Nachdem sie bei gewéhnlicher Temperatur im 
Vakuum getrocknet waren, sinterten sie bei 180° und zersetzten 
sich ber 250°. 

5,903 mg verloren im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 0,6034 mg 
an Gewicht. 

4,870 mg Subst.: 6,763 mg CO,, 2,030 mg H,O. — 3,221 mg Subst.: 
0,656 cem N, (21°, 750 mm). 

C,sHo2N,019 (474,2) Ber. C 37,96 H 4,67 N 23,63 

Gef. ,, 37,87 » 4,66 99 23,04. 

Aus etwa 1g des getrockneten krystallisierten Monopikrates stellten 
wir das Methylesterhydrochlorid dar. Es ist wie bei den anderen Dipeptiden 
ein weiBes, sehr hygroskopisches Pulver. 1g desselben hydrolysierten wir 
mit 25cem 20°/,iger Salzsiure. Aus dem Hydrolysat wurde durch Ein- 
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dampfen auf dem Wasserbad die Salzsaiure beseitigt und der Riickstand auf 
100 ccm aufgefiillt. 

Kjeldahl: 5ccm Hydrolysat verbrauchten 1,98 ecm, 2,0 cem 0,1 n-HC] 
= 2,79mg Gesamt-N in 5cem. — Van Slyke: 5ccm entwickelten 1,1, 
1,05 com N, (21°, 714 mm), = 1,14 mg NH,-N, 40,86°/, vom Gesamtstickstoff. 
— Argininbestimmung: 2mal je 35 ccm wurden mit 10 ccm 10°/,iger Flavian- 
siure versetzt, und gaben 0,1406, 0,1320 g Argininflavianat, = 80,08°/, vom 
Gesamt-N. 

Nachweis von Alanin. Aus dem Filtrat vom Argininflavianat 
wurde die Flaviansiure in der wblichen Weise durch Ausschiitteln 
mit Butylalkohol bei salzsaurer Reaktion entfernt, die letzten 
Reste durch Tierkohle. Darauf wurde die Lésung im Wasserbad 
eingeengt, der Riickstand in wenig Wasser aufgelést und zur 
Krystallisation langsam verdunsten gelassen. Dabei schieden sich 
feine Nadelchen ab, welche nach wiederholter Umkrystallisation 
sich bei 245° zersetzten. Bei der Mischung mit Alaninhydrochlorid 
entstand keine Depression des Schmelzpunktes. Bei Mischung 
mit Serinhydrochlorid dagegen eine um 55°. Es handelt sich also 
um Alaninhydrochlorid, womit auch die Stickstoffbestimmung 
ibereinstimmt. 

3,467 mg Subst.: 0,349 cem N, (21°, 750mm), = 11,54°/, N, berechnet 
11,16°/,. 

II. Den zweiten Versuch haben wir mit 64 g Clupeinmethy]- 
esterhydrochlorid angesetzt; sie enthielten 16,902 g Gesamt-N und 
wurden in 8000 cem Wasser geldst. Zur Spaltung gaben wir 
500 Einheiten Trypsinkinase in 200 ecem Ammoniak-ammonium- 
chloridpuffer von px 8,6 zu. Nach der Mischung wurde die Re- 
aktion durch n-Ammoniak auf pu 8,6 eingestellt. AuBer den frei 
werdenden sauren Gruppen bestimmten wir hier noch den Zu- 
wachs an Amino-N. Im ibrigen wurde dieser Versuch gleich wie 
der erste ausgefiihrt. Auch hier muBten wir, um die Reaktion 
konstant zu erhalten, n-Ammoniak zufiigen. Da am zweiten Tag 
die Verdauung langsamer fortschritt, haben wir noch einmal 
100 Trypsineinheiten zugegeben. Nach insgesamt 94 Stunden 
war die Spaltung beendet und hatte erneuter Zusatz von Trypsin 
keinen KinfluB mehr (vgl. nachfolgende Tabelle). 

Am Schlu8 der Verdauung hatten wir ein Gesamtvolumen 
von 33875 cem. Danach betragt der Acidititszuwachs 2295 cem 
0,1 n-KOH und der Zuwachs an freiem Amino-N 3,26 g; die be- 
rechneten Werte sind 2011 cem und 2,817 g. 

Die Lésung wurde wieder filtriert, mit verdiinnter Salzsiure 
gegen Lackmus neutralisiert und mit Methylalkohol im Vakuum 








198 K. Felix, K. Inouye und K. Dirr, 





Zuwachs fiir 5 ccm 





Stunden Aci ve . 
ciditat - . 
cem 0,1 n-KOH NH,—-N mg 

0 (0,89) (0,61) 

4 1,05 1,49 

21 2,90 4,12 

46 3,10 4,40 
Zusatz von 100 Trypsineinheiten 

a4 | 3,40 4,83 
Zusatz von 50 Trypsineinheiten 
is | 0 0 


zur Beseitigung des Ammoniumchlorids eingeengt. Den sirupdsen 
Riickstand extrahierten wir mit 90°/,igem Alkohol. 

Die in 90°/jigem Alkohol unlésliche Fraktion enthielt 8,01 g 
Stickstoff. Auf Zusatz eines Uberschusses von Flaviansiure fiel sofort 
eine schmierige dunkelgelbe Masse aus, die nach zwei Tagen fest 
wurde, etwa 25g. Das getrocknete Flavianat wurde fein ge- 
pulvert und durch Verreiben mit reinem Baryt zerlegt. Das 
Filtrat vom Bariumflavianat wurde mit Kohlenséure gesattigt 


und vom Bariumearbonat abfiltriert. ) 

Arginyl-arginin-dipikrat. Das Filtrat vom Bariumcarbonat 
dampften wir auf dem Wasserbad ein und filtrierten von nach- | 
triglich ausgefallenem Bariumearbonat ab. Dann wurde Pikrin- 


siure im Verhaltnis 1 Mol zu 4 N in alkoholischer Lésung zu- 
gegeben, 1m Vakuum eingeengt und getrocknet. Das trockene 
Pikrat war wieder in absolutem Alkohol und kaltem Wasser 
schwer, in 50°/,igem Alkohol leicht léslich. Die in Wasser und ab- 
solutem Alkohol léslichen Pikrate waren schmierig und wurden 
abgetrennt. Aus der Lésung in 50°/,igem Alkohol krystallisierte nach 
5 Wochen ein Pikrat in feinen Nadelchen aus, Ausbeute 3,5 g. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 50°/,igem Alkohol sinterte 
es bei 180°, zersetzte sich ohne Verfairbung bei 185° und zum 
zweitenmal mit Braunfaérbung bei 275°. 

4,901 mg Subst.: 6,570 mg CO,, 1,860 mg H,O. — 3,446 mg Subst.: 
0,723 com N, (22°, 763 mm). 

C,,H,.N,,0,; (7883) Ber. C 36,53 H 4,09 WN 24,88 

Gef. ,, 36,56 »» 4,25 95 24,37. 

Etwa 3g des krystallisierten Pikrates verwandelten wir in das Methyl- 

esterhydrochlorid, das aber auch diesmal nicht zur Krystallisation zu bringen 


war. 0,2 g¢ desselben wurden in 100 ccm Wasser gelést und folgenden Be- 


stimmungen unterworfen. 
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Kjeldahl: 5ccm verbrauchten 1,0, 1,lcem 0,1 n-HCl = 1,47 mg 
Gesamt-N in 5ccm. — Van Slyke: 5ccm gaben 0,2 und 0,15 cem N, (19°, 
713 mm), = 0,18 mg NH,-N in 5cem, 12,31°/, vom Gesamt-N (ber. 12,50°/,). 
— Zeisel: 30ccm gaben 0,0184g AgJ, = 2,431 mg OCH,, bezogen auf 
100 N 27,55 (ber. 27,68). 

Hydrolyse: Etwa 1g Esterhydrochlorid wurde hydrolysiert und der 
von der iiberschiissigen Salzsiure befreite Riickstand des Hydrolysats zu 
100 cem gelést. 

Kjeldahl: 5ccm verbrauchten 4,5, 4,6ccm 0,1 n-HCl, 6,37 mg 
Gesamt-N in 5ccm. — Van Slyke: 5cem gaben 1,55, 1,50 cem N, (21°, 
721mm), = 1,64mg in 5cem, 25,47°/, vom Gesamt-N (ber. 25,00°/)). 
Argininbestimmung: 30ccm gaben 0,3334, 0,3342 ¢ Flavianat, 100,2°/, 
Arginin-N vom Gesamt-N. 

Die Mutterlauge erwies sich nach Entfernung der Flaviansdure als voll- 
kommen frei von Stickstoff und organischem Riickstand. 

Arginyl-oxyprolin. Das Filtrat von dem im vorausgegangenen 
Abschnitt beschriebenen schwer ldslichen Flavianat wurde im 
Vakuum eingeengt und durch Zusatz von 500cem absoluten 
Alkohols gelést. Nachdem die Fliissigkeit mit der gleichen Menge 
Wasser versetzt war, krystallisierten beim Stehen feine Naidelechen 
aus, Ausbeute etwa 1g. Sie zersetzten sich bei 240°. 

Die krystallographische Untersuchung des Arginyl-oxyprolin- 
flavianates durch Herrn Professor Steinmetz hatte folgendes 
Ergebnis. ,,Die Substanz besteht aus sehr kleinen, schwach gelb- 
lich gefairbten Prismen, ohne deutlich ausgebildete Endflichen 
mit sehr variabler Ausléschungsschiefe, die bis 45° ansteigt. Eine 
gewisse Anhéufung mit einer Ausléschungsschiefe von etwa 39° 
scheint zu bestehen, Prismen mit paralleler Ausl6schung wurden 
nicht beobachtet. Ks handelt sich also sicherlich um eine nicht 
sehr hohe Krystallsymmetrie, héchstens mono- wenn nicht triklin. 
Starke Lichtbrechung, iiber 1,5 und unter 1,54.° 

Das krystallisierte Flavianat wurde mit Methylalkohol und Salzsiure 
in das Hydrochlorid verwandelt und getrocknet. 0,1 g des Pulvers lésten wir 
in 25cem Wasser auf. 


Kjeldahl: 5ccm verbrauchten 4,8, 4,7 ccm 0,1 n-HCl, = 6,65 mg 
Gesamt-N. — Van Slyke: 5ccem gaben 1,2, 1,2ccm N, (22°, 719 mm), 


= 1,84 mg NH,-N, 20,15°/, vom Gesamt-N. 

Hydrolyse: 0,4 g Substanz wurden mit 25 cem 20°/,igem HCl hydro- 
lysiert und das Hydrolysat nach dem Eindampfen auf ein Volumen von 
100 ccm gebracht. 


Kjeldahl: 5ccem verbrauchten 4,3, 4,2cem 0,1 n-HCl, 5,95 mg 
Gesamt-N. — Van Slyke: 5ccm gaben 1,10, 1,15 ccm N, (19°, 721 mm), 


= 1,25 mg NH,-N, 21,01°/, vom Gesamt-N. Der NH,-N hat also bei der 
Hydrolyse nicht zugefommen. Daraus folgt, daB die Iminogruppe des Oxy- 
prolins in dem Dipeptid gebunden war. Bei einem Oxyprolyl-arginin diirften 
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vor der Hydrolyse nur einige Prozent freier Aminostickstoff, die von der 
Reaktionsfihigkeit der Guanidingruppe mit salpetriger Saure herriihren, ge- 
funden werden. 

Argininbestimmung: Je 30cem Hydrolysat gaben 0,2510, 0,2488 g 
Flavianat, = 80,2°/, Argininstickstoff vom Gesamtstickstoff. 


Nachweis des Oxyprolins. Aus dem Filtrat des Arginin- 
flavianats wurde die Flaviansiure mit Salzséure und Butylalkohol 
entfernt, die waBrige Lésung auf dem Wasserbad mehrmals zur 
Trockene eingedampft und mit Tierkohle entfarbt. Bem _ vor- 
sichtigen HKinengen krystallisierte eine in absolutem Alkohol 
sehwer loésliche Substanz aus. Da sie noch nicht einheitlich war, 
wurde sie nochmals in Wasser aufgenommen und so oft unter 
Zusatz von Alkohol eingeengt, bis die Reaktion auf Chlor negativ 
war. Aus 90°/jigem Alkohol krystallisierten dann glasig glanzende 
Tafelchen aus, die sich bei 275° zersetzten und mit remem Oxy- 
prolin, das uns Herr Professor Kapfhammer in Freiburg liebens- 
wiirdigerweise zur Verfiigung stellte, keine Depression gaben. 

4,499 mg Subst.: 7,560 mg CO,, 2,810 mg H,O. — 3,198 mg Subst.: 
0,294 cem N, (21°, 756 mm). 


C,H,NO, (131,0) Ber. C 45,80 H 6,92 N 10,69 
Gef. ,, 45,83 ,, 6,99  ,, 10,62. 


In der Mutterlauge des Flavianats von Arginyl-oxyprolin 
waren noch die beiden im ersten Versuch beschriebenen Dipeptide 
von Arginin mit Alanin und Serin enthalten. 

Die bei der Fraktionierung des Verdauungsgemisches ge- 
wonnene Lésung in 90°/,igem Alkohol haben wir im Vakuum wieder- 
holt mit Alkohol eingedampft, um das Ammoniumchlorid zu ent- 
fernen. SchlieBlich lésten wir den Riickstand in 500 cem Wasser 
und fallten mit Flaviansiure im UberschuB. Nach 24 Stunden 
waren etwa 20g Argininflavianat auskrystallisiert. 


Dipeptid von Valin und Arginin. Aus dem Filtrat des Arginin- 
flavianats krystallisierte nach 2 Tagen eine neues Flavianat 
aus, das sich nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Wasser 
bei 250° zersetzte, Ausbeute 2g. Es wurde mit Baryt zerlegt, 
die vom iiberschiissigen Baryt befreite Losung (Gesamt-N 0,86 g) 
auf 4 .N mit 1 Mol Pikrinséure versetzt und die Mischung im 
Vakuum eingeengt. Das Pikrat war in absolutem Alkohol und 
Wasser schwer léslich; der gréBte Teil léste sich in 50°/,igem 
Alkohol. Er wurde in das Esterhydrochlorid wbergefihrt, mit 
Aceton entwassert und getrocknet. 
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4,844 mg Subst.: 7,067 mg CO,, 3,226mg H,O. — 4,025 mg Subst.: 
0,698 com N, (23°, 750mm). — Volhard: 0,04254g Subst. verbrauchten 
2,3.ccm 0,1 n-AgNQO,. 

C,,H.,N;0;Cl, (360,16) Ber. C4000 H7,55 N 19,45 Cl 19,68 
ref. ,, 39,74 » 1,45 o 5aee », 19,17 


5 


0,1 g des Esterhydrochlorids wurden in 50 cem Wasser gelést. Kjel- 
dahl: 5ccem verbrauchten 3,2, 3,3 ccm 0,1 n-HCl, = 4,55 mg Gesamt-N. 
Van Slyke: 5ccm gaben 0,85, 0,8cem N, (18°, 711mm), = 0,905 mg 
NH,-N, 19,89°/, vom Gesamt-N. 


Hydrolyse. 1,5 g wurden mit Salzsiure hydrolysiert und das Hydro- 
lysat wiederholt auf dem Wasserbad eingedampft und der Riickstand zu 
500 ccm gelést. 

Kjeldahl: 5ccm verbrauchten 5,2, 5,4ccem 0,1 n-HCl, = 7,42 mg 
vom Gesamt-N. — Van Slyke: 5cem gaben 2,75, 2,65ccem N, (21°, 721mm), 
= 2,947 mg NH,-N, 39,72°/, vom Gesamt-N. 

Argininbestimmung: Je 1l5ccm lieferten 0,1586, 0,1555g Flavianat, 
= 81,00°/, Arginin-N vom Gesamt-N. 


Nachweis von Valin. Aus dem Filtrat vom Argininflavianat 
wurde die tiberschiissige Flaviansiure mit Salzsiure und Butyl- 
alkohol entfernt, die Lésung mit Tierkohle entfairbt und im Vakuum 
zur Trockene eingeengt. Bei langsamem Kindampfen erschien eine 
krystalline, weiBe Substanz, die sich in Wasser und Alkohol léste. 
Thre Lésung in 96°/,igem Alkohol wurde mit Ather.versetzt, bis 
gerade eine Triibung entstand. Beim Stehen krystallisierten feine 
silberglanzende Plattchen aus. Sie zersetzten sich bei 230°, gaben 
mit Valinhydrochlorid gemischt keine Depression, mit Alanin- 
hydrochlorid eine von 8, und mit Serinhydrochlorid eine von 15°. 

Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Wasser und Waschen 
mit Alkohol und Ather lieB sich die Salzséure entfernen. Die 
freie Aminosaure zersetzte sich bei 300°, nach Mischung mit Valin 
bei 298°. Dessen Zersetzungspunkt liegt bei 300°. 

Analyse des Hydrochlorids. 

Pregl: 4,639 mg Subst.: 6,720 mg CO,, 3,250mg H,O. — Dumas: 
2,800 mg Subst.: 0,216cem N, (21°, 756mm). — Dennstedt: 2,770 mg 
Subst.: 0,626 mg Cl. 


C;H,,NO,Cl (153,5) Ber. C 39,09 H7,88 NQ9,12 Cl 23,10 
Gef. ,, 39,51 ,, 7,84 ,, 8,91  ,, 22,60. 


Zusammenfassung. 


Clupein wurde in zwei Versuchen mit Trypsinkinase verdaut. 
Aus dem Gemisch der Verdauungsprodukte konnten die 
Flavianate und Pikrate von fiinf verschiedenen Dipeptiden isoliert 








202 K. Felix, K. Inouye und K. Dirr, Uber Clupein. 


werden: Arginyl-arginin, Arginyl-oxyprolin, ferner Dipeptide von 
Arginin mit Alanin, Serin und Valin. AuBerdem wurde freies 
Arginin nachgewilesen. 

Die Riickschliisse, welche aus diesen Befunden auf den Bau 
des Clupeins gezogen werden kénnen, werden diskutiert. 
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Untersuchungen itiber die Konstitution der Gallensduren. 
XLII. Mitteilung. 
Uber Chollepidansaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Kurt Kraft. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1932.) 


Die Chollepidansiure ist das Produkt der sehr energischen 
Oxydation von Desoxybilianséiure mit rauchender Salpetersiure 
und entsteht aus ihr neben Choloidansiure und Pseudocholoidan- 
siure in einer Menge von etwa 20°/,. Es wurde zwar in der 
XVIII.) Mitteilung die Ansicht ausgesprochen, daB durch die 
dort niedergelegten Ergebnisse die Natur der Chollepidansiure als 
Pentacarbonsaure (C,,H5 0,5 ,,einwandfrei festgelegt sei. Die 
Schwierigkeit, aus dieser empirischen Formel ein befriedigendes 
Bild der Konstitution abzuleiten, schaffte den AnlaB zu einer 
erneuten Bearbeitung des Gegenstands. Es geht nicht an, bei der 
Untersuchung komplizierter Strukturfragen Beobachtungen, die 
schwer in den Rahmen einer Vorstellung hineinpassen, beiseite 
zu lassen; sie bedurfen im Gegenteil besonders nachhaltiger 
Aufmerksamkeit. 

Eine scharfe Entscheidung iiber die Frage der Zusammen- 
setzung ist bei den Polycarbonsauren des Gebiets wegen der Ahnlich- 
keit der analytischen Werte nicht leicht zu erbringen. Im Fall der 
Chollepidansiure kam dazu noch die besondere Schwierigkeit, das 
reine Material durch Trocknung analysenfahig zu machen. Friher 
sind die Praparate lange und bei hoher Temperatur fiir diesen 
Zweck getrocknet worden und wir haben jetzt erkannt, daB unter 
diesen Bedingungen geringe Mengen Wasser oder Kohlendioxyd 
abgespalten werden, die eine Erhéhung des C-Wertes um gut 
0,5°/, herbeifiihrten. 


1) Diese Z. 134, 140 (1924). 
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Trocknet man im Vakuum bei nur 120°, so macht sich keine 
Abnahme bemerkbar, obwohl, wie wir gefunden haben, die Séure 
1 Mol Krystallwasser enthalt, das erst bei 150° abgegeben wird. 

Unsere analytischen Befunde an der Saure selbst und an ihren 
Derivaten sprechen fiir die Formel C,,H,,0,., durch die sich alle 
Beziehungen der Veresterung und der thermischen Zersetzung 
ohne Widerspruch erklaren lassen. Nach dieser Formel erscheint 
Chollepidansaure als eine Hexacarbonsiure, in der zwei von den 
ursprunglichen 4 Ringen der Molekel aufgesprengt sind. Dadurch 
erhilt man aber, zusammen mit dem Carboxyl der Seitenkette, 
nur 5 Carboxyle und es bleibt kaum ein anderer Ausweg, als das 
Auftreten der 6. Carboxylgruppe aus einer Oxydation von tertiaérem 
Methyl herzuleiten. Beispiele der Reaktion —CH, —-> —CO,H 
sind, wenn auch nicht zahlreich, bekannt. 

Nach dieser Auffassung hatte man der Chollepidansaure die 
Formel I zu geben. Sie schlieBt sich damit eng an die in der vor- 
stehenden Mitteilung behandelte Choloidanséure an, als deren 
Carbonsiure sie erscheint. Man wird sehen, daf auch die beim 
Vorgang der thermischen Zersetzung gemachten Beobachtungen 
damit ibereinstimmen, daB diese Reaktion in analoger Weise 
abliuft, wie dies fiir Choloidanséure auseinandergesetzt worden ist. 
Chollepidansiure und Choloidansiure unterscheiden sich demnach 





—— a * 
__ CyH,-CO,H | cH, 
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HO,C CO,H |” 4, | | 
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nur dadurch, daB die CH,-Gruppe der Choloidanséure an C,, 1n 
CO,H gemaB I tibergegangen ist. DaB sich Choloidansaure nicht 
zu Chollepidanséiure oxydieren laéBt, darf nicht wundernehmen; 
denn es ist wahrscheinlich, daB die Oxydation von Methyl vor der 
oxydativen Sprengung von Ring C einsetzt. 

Die Brenz-chollepidanséure C,,H,,0, entsteht genau wie Brenz- 
choloidansiiure C,,H3,0, unter Abspaltung von 1 Mol CO, + 2 Mol 
H,O aus der Stammsiure. Parallel zur Brenz-choloidansiure, die 
als Enol-lacton-dicarbonsiure erkannt wurde, ist sie das Enol- 
lacton einer Tricarbonséure, d.h. das an C,) stehende Carboxy] 
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bleibt an der Brenzreaktion unbeteiligt. Und ganz entsprechend 
zur hydrolytischen Offnung der Lactonbindung, die dort eine 
Keto-tricarbonséiure C,,H,,0, entstehen liBt, steht hier der 
analoge Vorgang der Bildung einer Keto-tetracarbonséure C,H 3 0,9. 

Als neutrales Produkt der thermischen Zersetzung von Chol- 
lepidanséiure — bei der nur 20°/, der Brenzsiure C,,H 3.0, erhalten 
werden — lie sich in ganz geringer Menge eine Substanz fassen, 
die am besten der Zusammensetzung C,)H,.0, entspricht. Sie muB 
im Gange einer Nebenreaktion aus Chollepidansiiure nach dem 
Schema C,,H3,0,;. minus (2CO, + 2CO + 4H,O) —» C,)H..0, 
entstanden sein, und wenn auch zur Aufstellung einer Formel nicht 
die geringsten Unterlagen vorhanden sind, ist man doch versucht, 
durch den Ausdruck II zu zeigen, daB die jetzt bevorzugte Formu- 
lierung der Gallensiuren einem solchen Vorgang gerecht werden 
kénnte. Die naihere Untersuchung der Substanz wird sich aus 
materiellen Griinden ohnehin verbieten. 

Eine vielleicht mit Chollepidansiure isomere Siure, die bereits 
b. Flaschentriger in seiner Dissertation!) beschreibt, haben wir 
unter den Nebenprodukten der Oxydation von Desoxybiliansiure 
erneut angetroffen, ebenso ein weiteres Nebenprodukt, das auch 
schon von Flaschentréger aus der Mutterlauge der energischen 
Salpeterséureoxydation von Desoxybilianséure isoliert worden ist. 
Die beiden Séuren werden im Versuchsteil kurz beschrieben. 


Darstellung und Analyse von Chollepidansaure. 

Man hielt sich genau an die gegebene Vorschrift.”) Die Reini- 
gung uber das in siedendem Wasser schwer lésliche Ba-Salz wurde 
zweimal wiederholt; die Nutsche zum Absaugen wurde mit Dampf 
kraftig geheizt. Die aus Wasser oder verdiinnter [ssigsiiure um- 
krystallisierte Saéure enthalt Krystallwasser, das bei 120° im 
Vakuum nicht weggeht. 

4,436 mg Subst. (bei 120° i. V. getrocknet): 8,79 mg CO,, 2,84 mg H,0O. 

C,,H5,0,.°H,O (532) Ber. © 54,13 H 6,77 
Gef. ,, 54,06 oo toa 


Das Hydrat nimmt an der Luft noch weiteres Wasser auf. Daher kommt 
es, daB das zur zweiten Analyse benutzte Praparat, das zur Kontrolle dieser 
Erscheinung an der Luft gehalten war, beim Trocknen im Vakuum bei 150° 
mehr als 1 Mol H,O verlor. 


4,697 mg Subst.: 0,252 mg. 
Ber. 1H,O 3,4 Gef. H,O 5,3. 


1) Miinchen, Techn. Hochschule 1921. *) Diese Z. 134, 143 (1924). 
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} 
4,445 mg Subst.: 9,13 mg CO,, 2,69 mg H,O. 
C,,H 5,0). (514) Ber. C 56,03 H 6,62 
Gef. ,, 56,03 me 


Titration. 28,6mg Subst. verbrauchten in Alkohol 3,05cem n/10-NaOH. 
Aquival. (514/6) Ber. 86 Gef. 94. 

Spez. Drehung. 0,1831g Subst. in 10cem 50°/,igem Alkohol, 
1 dm-Rohr, ¢ -+ 0,71° [a]2° = + 38,8°. 

Hexamethylester. Die Siéiure geht nach dem UbergieBen 
mit atherischer Diazomethanlésung rasch in Lésung. Der mit 
Petrolither digerierte Rickstand der Atherlésung krystallisiert 
ohne Schwierigkeit und wurde zur Analyse einige Male aus Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 102° (wie friiher angegeben). 

4,324 mg Subst. (bei 70° i. V. getrocknet): 9,52 mg CO,, 3,00 mg H,O. 

Cy9H 4012 (598) Ber. C 60,20 H 7,70 
Gef. ,, 60,06 », 7,80. 


Vier friihere Analysen von Flaschentraiger haben mit dieser Formel 
gut iibereinstimmende Werte ergeben; eine feuchte Verbrennung (Rewolle) 
fiihrte zu dem in der letzten Abhandlung angenommenen, um 0,74°/, héheren 
C-Gehalt. An Methoxyl fand man 29,75, 30,25, fiir 6 OCH, berechnet sich 31,0. 

Bei einer Mikrobestimmung nach Zerewitinoff auf aktiven 
Wasserstoff konnte kein OH festgestellt werden. 

Brenz-chollepidansaure. Darstellung genau nach der mit- 

geteilten Vorschrift. Die Gewichtsabnahme der vorher bei 150° 
im Vakuum zur Konstanz getrockneten Séure betrug 19°/,, 
wihrend sich fiir CO, + 2H,O nur 16°/, berechnet. Das harzige 
Brenzprodukt léste man mit Chloroform aus dem Kolben und 
extrahierte nach dem Wegdampfen dieses Mittels den fein ge- 
pulverten Riickstand langere Zeit mit Essigester aus der Hiilse. 
Dabei krystallisiert die Brenzsiure aus der Siedelésung aus, Kin- 
dampfen der Mutterlauge liefert eine Nachausbeute. Nach 1 bis 
2maliger- Krystallisation aus Hisessig schmilzt die Saéure bei 268° 
(angegeben 266°). Die Ausbeute betragt 25—30°/, vom Gewicht 
der Chollepidansiure. Durch Umkrystallisation aus der 450 fachen 
Menge siedenden Wassers erhalt man die Brenzsiure in breiten 
Nadeln, die blumenkohlartig miteimander verwachsen sind. Der 
Schmelzpunkt andert sich nicht (4. Analyse). 


4,560, 4,391, 4,571, 4,925 mg Subst. (bei 120° i. V. getrocknet): 10,590, 


mtn Ra = 


10,045, 10,610, 11,470 mg CO,, 2,84, 2,77, 2,88, 3,15 mg H,0O. ; 
Cy3H 90, (434) Ber. C 63,59 H 6,91 


Gef. ,, 63,36, 62,41, 63,53, 63,54 ,, 6,97, 7,06, 7,07, 7,16. 


Friihere Werte ,, 63,20, 63,05 ,, 6,87, 7,04. 
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Titration der Brenzsiure. Die friiher gefundenen Aqui- 
valente von 128 wurden nur mit einem nicht ganz reinen Priparat 
wiedergefunden. Sorgfialtig gereinigte Brenzsiure titrierte sich 
jetzt in der Kalte dreibasisch, nach Erhitzen der Lésung mit 
einem kleinen UberschuB an Lauge aber vier basisch. 














tenes ecm n/10-NaOH | ia Aquivalent 

in mg kalt heiB 3 bas. 4 bas. 

78,2 5,45 7,01 144 112 

19,3 1,35 | 1,78 143 109 

20,6 1,475 1,87 140 110 

38,0 2,70 | 3,50 141 109 

510,4 34,70 | 46,30 147 | 110 
Ber.: 145 108.5 


Brenz-chollepidansiure-methylester. Dieser friiher nicht be- 
schriebene Ester ist entscheidend fiir die Zusammensetzung der 
Brenzsaure. Er wurde mit Diazomethan gewonnen und krystalli- 
siert in sternformig gruppierten Nadeln. Nach 2maliger Krystalli- 
sation aus Methanol Schmelzp. 127°. 

4,987, 4,379, 4,772, 4,606 mg Subst.: 11,90, 10,50, 11,49, 11,075 mg 
CO,, 3,41, 2,98, 3,32, 3,19mg H,O. — 4,261, 4,594 mg Subst.: 6,445, 
6,690 mg AgJ. 

egH 3g03 (476) 
Ber. C 65,54 H 7,56 30CH, 19,54 
Gef. ,, 65,08, 65,39, 65,69, 65,60 ,, 7,65, 7,61, 7,79, 7,75 - 19,96, 19,22. 

Die offene Brenz-chollepidansaure. Die oben angegebenen Heib- 
titrationen beweisen, daB durch iiberschiissiges Alkali ein neues 
Carboxyl aus der Brenzsiiure entsteht. Dies ist schon friiher 
von B. Flaschentrager?!) gefunden, aber nicht publiziert worden. 
Flaschentrager gibt in seiner Dissertation bereits die jetzt als 
richtig erkannten Analysenwerte fiir die aufgespaltene Saure an. 

1 g Brenzsaure wird mit 12 cem n/1-wiBriger NaOH ?/, Stunde 
unter RiickfluB gekocht, dann wurde heiB angesiuert. Beim Er- 
kalten erscheint die offene Saéure in aéhnlicher Krystallform wie das 
Ausgangsmaterial. Auch wenn man die Brenzsiure in Eisessig 
unter Zugabe von !/, eem konzentrierter HCl 1/, Stunde lang 
kocht, wird, genau so wie bei der Brenz-choloidansiure, die Auf- 
spaltung des Enollactons erreicht. Die getrocknete Séure wird 
durch Extraktion mit Essigester gereinigt, sie kann auch aus 
heiBem Wasser, in dem sie merklich leichter léslich ist, als die 


’ 


1) Dissertation, S. 33. 
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Lactonsaure, zu sehr schénen, beiderseitig zugespitzten Prismen 
umkrystallisiert werden. Schmelzp. 253° (nach Flaschentriger 
250—251°). 
Die im Vakuum getrocknete Substanz ist sehr hygroskopisch. 
4,316 mg Subst. (bei 150° i. V. getrocknet): 9,695 mg CO,, 2,84 mg H,O. 
CgH 30, (452) Ber. C 61,06 H 7,08 
Gef. ,, 61,26 » tae. 
Titration. 22,0, 46,2 mg Subst. verbrauchten 4,15ccm 0,0445 n-, 
3,93 cem n/10-NaOQH. Der Alkaliverbrauch steigerte sich in der Hitze nicht. 
Aquival. (452/4) Ber. 113. Gef. 119, 117,5. 


Tetramethylester der offenen Brenzsiure. Der mit Diazo- 
methan gewonnene [Ester krystallisiert nach dem Abdunsten des 
Athers sofort zu Nadelrosetten. Nach wiederholter Krystallisation 
aus Methanol.wird der scharfe Schmelzp. 140° erreicht. 

3,994, 4,630, 4,491 mg Subst. (bei 70° i. V. getrocknet): 9,365, 10,760, 
10,46 mg CO,, 2,90, 3,27, 3,15 mg H,O. — 4,767, 4,496 mg Subst.: 8,62, 
8,03 mg AgJ. 

C'y-H4,0, (508) Ber. C 63,78 H 7,87 40CH, 24,40 
Gef. ,, 63,97, 63,40, 63,54 ,, 8,13, 7,90, 7,85 ,, 23,87, 23,60. 


In der friiheren Mitteilung ist angegeben, da8 Brenz-chollepi- 
dansiure durch Permanganat zu einer Séure C,gH,,0, oxydiert 
werde. Jetzt wurde gefunden, daB dabei langsam eine weitgreifende 
Oxydation stattfindet, daB aber die isolierte Séure nach dem Um- 
krystallisieren die nicht angegriffene offene Brenzsiéure darstellt. 
Die analysierten Ester (2 und 8, sowie OCH3, Nr. 2) sind teilweise 
aus einem derartigen Material bereitet. 


Verarbeitung der Begleitprodukte aus der Brenzreaktion. 


Die Mutterlauge von der Essigester-Extraktion wurde im Vakuum voll- 
stindig vom Lésungsmittel befreit, das zihe Ol wurde in Ather aufgenommen 
und in 5Anteilen fraktioniert mit n/5-NaOH ausgeschiittelt. Die angesaiuerten 
Salzlésungen schieden beim Ansiuern mit verdiinnter HCl ihre Sauren in 
Gestalt hellgelber bis brauner Ole ab; die beiden ersten Fraktionen lieferten 
nach Itaigigem Stehen Krystalle. Sie wurden vereinigt und aus 50°/jiger 
Kssigsiure umkrystallisiert. Nach mehrfacher Reinigung blieb der Schmelz- 
punkt des einheitlich krystallisierten Priparates bei 239° stehen. Diese Saure 
ist in Alkohol viel leichter léslich als die Brenzsiure, der Analyse und Titra- 
tion nach jedoch mit ihr (vielleicht raumlich) isomer. 


4,836 mg Subst. (bei 110° i. V. getrocknet): 11,145 mg CO,, 3,07 mg H,O. 


C,,H,,0, (434) Ber. C 63,59 H 6,91 
Gef. ,, 62,87 » 7,10. 
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Titration. 26,4 mg Subst. verbrauchten in Alkohol kalt 3,22, in der 
Hitze 4,40 cem 0,0555 n-NaOH. 

Aquival. (3 bas.) Ber. 145 Gef. 148 
“ (4 bas.) e 108,5 ~ 108, 

Die bei der Brenzreaktion entstehende Neutralverbindung. Nachdem 
der Inhalt der Mutterlauge mit Natronlauge erschépfend aus- 
gezogen war, hinterlieB die noch schwach gelbe Atherlésung 
nach dem Abdunsten in ein gelbes Ol eingebettete Krystalle. Man 
nahm das Ol mit wenig Ather weg und krystallisierte aus Alkohol 
um. Schmelzp. 205° (ab 200° Sintern). 

4,188 mg Subst. (bei 80° i. V. getrocknet): 12,315 mg CO,, 3,06 mg H,O. 

CooHog0> (298) Ber. C 80,53 4H 8,72 
CypH.,O. (296) o w Sie » 8,12 
Gef. ,, 80,22 ~» Bab. 

Sollte die Formel C,,H,,0, zutreffen, so wiire ein aromatischer 
Ring in der Substanz anzunehmen. Wir machen diese Angaben, 
die nur durch eine Analyse gestiitzt sind, mit allem Vorbehalt. 


Iso-chollepidansaure. 

Die Substanz wurde aus der wiBrigen Restlauge von der Oxy- 
dation der Desoxybiliansiure, aus dem die Salpetersiiure entfernt 
war, nach langerem Stehen in schénen Krystalldrusen gewonnen. 

Dabei verfaihrt man so, daB man durch wiederholtes Ein- 
dampfen der Laugen unter Zusatz von Wasser die Salpetersiiure 
soweit als méglich entfernt und dann den honiggelben harzigen 
Riickstand (230 g) im Exsiceator scharf trocknet. Der gepulverte 
Riickstand wird erst mit absolutem Ather durchgeschiittelt, dann 
aus der Hiilse extrahiert. Etwa 14/, vom Anfangsgewicht bleibt 
ungelést. Durch hiufiges Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
wird die Saure rein erhalten. Schmelzp. 302°. 

Wir fanden diese Angaben von B. Flaschentriager bestiitigt, 
tragen die Analyse von Flaschentriaiger nach und ergiinzen sie 
durch Bestimmung der spezifischen Drehung und durch eine 
Titration. 

Die Praiparate der beiden ersten Analysen waren aus Wasser, das der 
dritten war aus Eisessig umkrystallisiert. 

0,1650, 0,1364, 0,0937 g Subst.: 0,3402, 0,2800, 0,1936 g CO,, 0,0954, 
0,0784, 0,0539 g HO. 

Cy4Hy,0,9 (514) Ber. C 56,03 H 6,67 
C,,H3.0,. (512) - » 56,25 »» 6,24 
Gef. ,, 56,23, 56,00, 56,37 » 6,47, 6,43, 6,44. 

Das Aquivalent wurde von Flaschentrager zu 103,6 und 103,7 
gefunden; wir ermittelten es zu 99 (32,2 mg Subst.; 3,26 cem n/10-NaQOH). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXI. 14 
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Spez. Drehung. 32,8 mg Subst. in 1,68°/,iger alkoholischer Lésung, 
2dm-Rohr. « = + 0,359. [a]}* = + 21,3°. 

Die Bezeichnung Iso-chollepidansdure soll nicht bindend sein; 
es lassen sich auch noch andere Formeln fiir die Saéure aufstellen, 
die sich durch die viel gréBere Léslichkeit in Wasser und durch 
ihr héheres Aquivalent von der Chollepidansiure unterscheidet. 
Von Choloidan- und Pseudo-choloidansiure ist sie dadurch scharf 
unterschieden, daB Ba- wie auch Ca-Salz, die in kaltem Wasser 
leicht léslich sind, in der Siedehitze genau so, wie dies bei der 
Chollepidansiiure der Fall ist, auskrystallisieren. 

Hexa-methylester. Mit Diazomethan hergestellt. Nach Krystalli- 
sation aus Methanol feine Nadelchen vom Schmelzp. 128°. 

4,997 mg Subst. (bei 100° i. V. getrocknet): 10,945 mg CO,, 3,27 mg H,0. 

CypH4,0,2 (598) Ber. C 60,20 H 7,70 
Gef. ,, 59,73 » 

Nach der Zerewitinoff-Bestimmung lieB sich in dem neutralen Ester 
kein OH nachweisen. 

Bei der thermischen Zersetzung dieser Séure wurde kein 
krystallisiertes Produkt isoliert. 

Die zweite Nebensdure aus der Oxydation befindet sich in den 
iitherischen Ausziigen der getrockneten Rickstinde. Nach 
Flaschentrager wird der Inhalt dieser Lésungen, nachdem der 
Ather entfernt ist, im Scheidetrichter 3mal mit je 180 cem Wasser 
kriftig durchgeschittelt. Die waBrigen Ausziige hinterlassen nach 
dem Eindunsten in Schalen feine, in Harz eingebettete Nidelchen, 
die mit sehr wenig Wasser gewaschen und mehrfach aus wenig 
Wasser umkrystallisiert werden. Man erhalt so schhieBlich pracht- 
volle glinzende Polyeder, die an der Luft zu einem kreidigen Pulver 
verwittern. Schmelzp. 290—292° (Zers.). 

0,1398, 0,1259 g Subst. (bei 130° i. V. getrocknet): 0,2948, 0,2637 g CO,, 
0,0826, 0,0736 g H,O. 

Cy3H5,0,, (482) Ber. C 57,3 H 6,24 
Gef. ,, 57,53, 57,14 » 6,61, 6,54. 
Titration. 0,1036 g Subst.: 8,6 ccm n/10-NaOH. Aquivalent: 120. 


Zur Sicherstellung der Zusammensetzung miBte diese Saure 
noch griindlicher untersucht werden. Von jeder der beiden Saéuren 
wurden nur einige Gramm gewonnen. 
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Ein vereinfachter Apparat zur Bestimmung der Milchsdure. 
Von 
H. Lieb und M. K. Zacherl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1932.) 


Von den verschiedenen Methoden zur quantitativen Bestimmung der 
Milchsiure in biologischen Flissigkeiten!) hat sich in vielen Laboratorien 
das von T. EK. Friedemann, M. Cotonio, P. A. Shaffer und A. J. Ken- 
dall?) angegebene Verfahren gut bewahrt. Danach wird die Oxydation der 
Milchséure mit Kaliumpermanganat in Gegenwart von Mangansulfat oder 
Mangandioxyd und in wesentlich héherer Schwefelsiurekonzentration (1 n.) 
empfohlen, als nach den friiher in der Literatur angegebenen Verfahren (nach 
v. Firth und Charnass). Die von den genannten Autoren angegebene 
Apparatur ist dadurch gekennzeichnet, daB die acetaldehydhaltigen Wasser- 
dimpfe in einem RiickfluBkiihler kondensiert und der Acetaldehyd durch 
einen Luftstrom in einen Natriumbisulfit enthaltenden Absorptionsturm iiber- 
gefiihrt werden. Als Vorlage dient dabei ein kurzhalsiger, etwa 200 ccm 
fassender Stehkolben, auf den mittels eines Gummistopfens ein zylindrischer, 
10—15 cm langer, zu 1/, mit Glasperlen gefiillter Absorptionsturm aufgesetzt 
ist, dessen verjiingtes Ende bis auf'den Boden der Vorlage reicht und dessen 
oberes Ende mit der Saugpumpe in Verbindung steht. Dadurch ist die 
quantitative Absorption des Acetaldehyds in Natriumbisulfit garantiert. Es 
werden 5—l10ccm 1°/,iger Natriumbisulfitlésung vorgelegt und so viel 
destilliertes Wasser zugesetzt, daB die Glasperlen damit bedeckt sind. Diese 
Anordnung erfordert, da nach Beendigung der Analyse der Absorptionsturm 
5—7mal mit je 5ccm Wasser in die Vorlage ausgespiilt wird, so daB also 
schlieBlich das Sulfit in einem sehr groBen Fliissigkeitsvolumen titriert 
werden muB. 





1) Beschreibung der verschiedenen Methoden sowie Literatur vgl. 

K. Lohmann in Oppenheimer-Pincussen: ,,Die Methodik der Fer- 

mente.“ (Verlag G. Thieme, Leipzig 1929, S. 1264.) Dort sind auch die 

wichtigsten Angaben iiber das vorbereitende Verfahren zur Milchsiure- 

bestimmung (EnteiweiBung, Entzuckerung usw.) im biologischen Ausgangs- 

material, sowie iiber den EinfluB verschiedener Substanzen auf die Milchsaure- 
bestimmung zu finden. 

2) J. of biol. Chém. 73, 331 (1927) und 82, 23 (1929); vgl. auch Edward 

S. West, J. of biol. Chem. 92, 483 (1931). 

. 14* 
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Das war der Anla8, einer Vereinfachung dieser Apparatur 
niherzutreten. Dabei suchten wir fiir die quantitative Absorption 
des Acetaldehyds dasselbe Prinzip anzuwenden, das sich fiir die 
Absorption des Kohlendioxyds bei dem von uns ausgearbeiteten 
Verfahren zur Bestimmung des Kohlenstoffs durch nasse Ver- 
brennung!) besonders bewéhrt hatte. Danach wird der Gasstrom 
durch einen Gasverteiler, d.i. ein Glasrohr, an dem unten 
eine vertikal gestellte Glasfrittenplatte (Schott u. Gen., 
Jena) angeschmolzen ist, in winzig kleine Blischen aufgeteilt. 
Durch die Einfiihrung dieses Gasverteilers wird der Absorptions- 
turm iiberfliissig und der mit dem Luftstrom fortgefiihrte Acet- 
aldehyd wird dank der Kleinheit der Gasblasen schon durch eine 
Flissigkeitssiule von 8—4 em Hohe quantitativ absorbiert. Nach 
Beendigung der Destillation geniigen ferner 1—2cem Wasser 
zum Abspiilen des Gasverteilers. Daher gewinnt die Titration, 
weil im kleinen Volumen durchgefiihrt, an Genauigkeit. 

Die zweite Verainderung betrifft den Kihler, iiber dessen 
Bau und Wirkungsweise weiter unten berichtet wird. Durch 
seine geringe Lange, sowie durch die kleinere und wesentlich 
einfachere Absorptionsvorrichtung ist der ganze Apparat hand- 
licher. SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB simtliche Glas- 
teile durch Schliffe miteinander in Verbindung stehen 
und daB der Tropftrichter aus einem Stiick gefertigt ist und unter- 
halb des Hahnes einen Glasansatz trigt, durch den die Luft ein- 
tritt und das Kaliumpermanganat in den Oxydationskolben mit- 
reiBt. An dieses Ansatzstiick kann allenfalls eine Sulfitvorlage 
zur Reinigung der Laboratoriumsluft vor dem Eintritt in den 
Apparat angebracht werden. 

Die Brauchbarkeit der Apparatur zur Bestimmung kleiner 
Milchsiiuremengen wurde zunachst an Zinklactatlésungen von be- 
kanntem Gehalt erprobt. Nachdem in diesen Fallen giinstige 
Ergebnisse erzielt worden waren, wobei Milchséiuremengen von 
1,9—2,4 mg bestimmt wurden und die Resultate einen absoluten 
Fehler von 0,1—8,5°/, (durchschnittlich + 1,4°9/5) aufwiesen, 
wurden Milchsiurebestimmungen in Froschmuskelextrakten durch- 
cefiihrt. Diese wurden uns in liebenswiirdiger Weise von Herrn 
Hofrat Prof. Dr. Otto Loewi zur Verfiigung gestellt. Die dabei 
erhaltenen Werte stimmten sehr gut mit den Resultaten tiberein, 
die von Herrn Dr. Christen im pharmakologischen Institute der 





1) Mikrochemie 9, 367 u. 10, 99 (1931). 


Ein vereinfachter Apparat zur Bestimmung der Milchsaure. 918 


Universitat mit der Apparatur von Friedemann gewonnen 
wurden. 

Beschreibung der Apparatur.') Zur Vermeidung aller stéren- 
den Einfliisse haben wir es fiir gut gehalten, zur Verbindung der 
einzelnen Teile der Apparatur, die ganz aus Jenaer Glas gefertigt 
ist, nur Glasschliffe zu verwenden. Diesem Prinzip ist auch 
KE. Lehnartz?) schon zum Teil nachgekommen, der den Oxy- 
dationskolben durch Schliffansatz an den Kiihler befestigt. Wir 
haben auch zum AnschluB des AbsorptionsgefiiBes ein Schliffstiick 
anfertigen lassen. Das bietet den Vorteil, dag man das Ab- 
sorptionsgefaB rascher von der Apparatur abnehmen kann — wie 
unten gezeigt wird, eine notwendige Bedingung. Uberdies ist es 
so moglich, den Gasverteiler fix, ohne Verbindungsstiick an den 
Kiihler anzuschmelzen. 

Als OxydationsgefaiB dient ein a 
Rundkolben von 150—800 cem In- 
halt. Darauf sitzt der Kiihler, der es (WS 
durch seine aus der Figur ersicht- a _ 
liche Konstruktion erméglicht, das 
durchstrOmende Gas von innen wie 
von auBen zu kithlen. Die Distanz 
des Hohlraumes zwischen Innen- 
und AuBenkiihler, durch den das 
Gas strémt, soll nicht gréBer als 
2—3 mm sein. Diese Konstruktion 
bietet die Gewahr, daB alles, mit 
Ausnahme des Acetaldehyds, kon- 
densiert wird, wiewohl der Kiihler 
bedeutend kiirzer ist, als die bisher 
bei Milchséurebestimmungsappara- 
ten verwendeten Vorrichtungen. 
Der Kihlmantel ist 15cm _ lang. 
Unmittelbar iiber dem Schliffansatz 
fiir den Oxydationskolben ist die 
Zuleitung fiir die Permanganatlésung eingeschmolzen, die ihrer- 
seits wieder mit dem Tropftrichter (7) fix verbunden ist, jedoch 
in der Weise, daB gleichzeitig mit dem Permanganat Luft in das 
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1) Dieselbe wird von der Firma P. Haack, Wien [X., Garelligasse 4 
geliefert (D.R.G.M. angemeldet). 
*) Diese Z. 179, 1 (1928). 
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System eintreten kann. Die genaue Anordnung ist wieder am besten 
aus der Figur ersichtlich. Um die Stromungsgeschwindigkeit der 
Luft zu erhédhen und so zu vermeiden, daB etwa an dieser Stelle 
Acetaldehyd austreten kénnte, ist die Zuleitung bei k capillar 
verengt. 

Wie schon oben erwaéhnt, ist mit dem Kihler der Gas- 
verteiler (GV) fest verschmolzen. Er besteht im wesentlichen aus 
einer Glasfrittenplatte von der PorengréBe G 2 der Firma Schott 
u. Gen. (Jena) und reicht fast bis zum Boden des Absorptions- 
cefiBes. Dessen unterer, enger Teil hat einen Inhalt von etwa 
5 cem und dient zur Aufnahme der Natriumbisulfitlésung. Dariiber 
ist das VorlagegefiB bauchig erweitert. Diese Form ermdéglicht 
bei der Titration ohne weiteres gute Durchmischung der Fliissig- 
keit. Mit dem Schliffansatz des VorlagegefiBes ist ein Glasrohr 
verbunden zum AnschluB der Vakuumpumpe. 


Reagenzien nach Friedemann und Mitarbeiter: 

1. Etwa 10 n-Schwefelséure, die 10°/, Mangansulfat gelést enthalt. 
(Man verdiinnt 285 cem konz. Schwefelsiure auf 1 Liter und lést darin 100 g 
Mangansulfat. ) 

2. Kine ungefahr 0,01 n-Kaliumpermanganatlésung. 

3. 1 °/,ige Natriumbisulfitlésung. Wegen deren geringer Haltbarkeit soll 
man sich nicht zu viel auf einmal davon herstellen. 

4. 0,1 n-Jodlésung. Diese Lésung braucht nicht genau gestellt zu sein. 
Durch Verdiinnen stellt man sich davon 

5. eine 0,01 n-Jodlésung her, deren Titer genauestens gegen eine 
0,01 n-Natriumthiosulfatlésung!) festgelegt werden muB. Diese wird vorher 
ebenfalls méglichst genau gegen Bijodat gestellt. 

Zur Bestimmung ganz geringer Milchsiuremengen verwendet man besser 
noch schwachere Jodlésungen. 

6. 1°/,ige Starkelésung. Man suspendiert 0,25 g lésliche Starke in 
etwa 2cem Wasser und tragt diese Suspension in 25 ccm siedendes Wasser 
ein und 1aBt sogleich erkalten. Nachheriges Kochen fiihrt zu schaidlichem 
Stirkeabbau. 

Ausfiihrung der Bestimmung. Man bringt in den Rundkolben 
die zu untersuchende Lésung oder einen aliquoten Teil davon 
und fiigt dazu 10 cem der 10 n-Schwefelséure, die 10°/) Mangan- 
sulfat gelést enthalt und fillt mit Wasser auf 70—80 ccm auf. 
Um Siedeverzug hintanzuhalten, gibt man am zweckmaBigsten 
kleine Tonstiicke zur Fliissigkeit. Sie lassen nachher leichter die 
braune Farbe des kolloidal ausgeschiedenen Braunsteins erkennen, 


1) Uber die Herstellung derselben vgl. F. Pregl, Die quantitative 
organische Mikroanalyse (3. Aufl., Berlin 1930) 8S. 179. 
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als der von Friedemann empfohlene Talk. Der Oxydations- 
kolben wird an die Apparatur angeschlossen und ebenso das leere 
VorlagegeféB. Man erhitzt nun mit der freien, klein gedrehten 
Flamme eines Bunsenbrenners ohne Drahtnetz, Asbestplatte 
oder dergl. zum Sieden und saugt gleichzeitig mit der Vakuum- 
pumpe so stark an, daB eben ein deutlicher Luftstrom die ganze 
Apparatur passiert. Nun ]a8t man 5 Minuten sieden, um so die 
Apparatur von allen eventuell vorhandenen stérenden Bestand- 
teilen zu befreien. Dann bringt man in ein zweites bereit- 
gehaltenes VorlagegeféB 5 cem der 1°/jigen Natriumbisulfitlésung 
und fiigt dieses, ohne das Sieden zu unterbrechen und ohne die 
Vakuumpumpe abzudrehen, an die Stelle des leeren Vorlage- 
gefaBes. Hierauf 148t man langsam 0,01 n-Kaliumpermanganat- 
lésung zutropfen. Fiir die Geschwindigkeit der Tropfen ist kein 
absolut genaues Maf anzugeben; sie soll so gehalten werden, dab 
jeder zur Untersuchungslésung gelangende Permanganattropfen 
sofort wieder entfarbt wird. In den meisten Fallen wird dies er- 
reicht werden, wenn man etwa in 3 Sekunden einen Tropfen aus- 
treten ]4B8t. In etwa 5—7 Minuten (je nach der Menge der vor- 
handenen Milchséure) ist der Zeitpunkt erreicht, da die Knt- 
farbung des Permanganats nur mehr ganz langsam vor sich geht. 
Man drosselt nun den Hahn des Tropftrichters noch mehr und 
erreicht in kiirzester Zeit den Endpunkt der Oxydation, der leicht 
daran erkannt wird, daB sich die siedende Lésung vom kolloidal 
ausgeschiedenen Mangandioxyd braun farbt. Dann ist der weitere 
Permanganatzusatz sogleich zu beendigen. Zur vollstiindigen Ab- 
sorption allenfalls noch im Kiihlerbereich vorhandenen Acetalde- 
hyds 1]4Bt man noch weitere 5 Minuten sieden bei gleichzeitigem 
Luftdurchsaugen. Hierauf lést man rasch das VorlagegefaiB mit 
der Bisulfitlbsung von der Apparatur, um ein Zuriicksteigen in 
den Gasverteiler zu vermeiden, spilt diesen mit wenig destilliertem 
Wasser ab und zerstért das iiberschiissige Bisulfit durch Zufiigen 
von 0,1 n-Jodlésung aus einer Makrobiirette. Man fiigt so viel 
Jodlésung zu, bis die Fliissigkeit durch iiberschiissiges Jod eben 
gelb gefirbt ist. Nach Zufiigen von einigen Tropfen Stirkelésung 
wird mit 0,01 n-Thiosulfat bis zur letzten Spur der Blaufairbung 
zuricktitriert. Zur Infreiheitsetzung des noch vorhandenen, an 
Acetaldehyd gebundenen Bisulfits verwenden wir festes Natrium- 
bicarbonat, schon um dadurch das Fliissigkeitsvolumen mdéglichst 
gering zu halten. Man soll die Titrationsfliissigkeit zweckmiBig 
mit reinem Natriumbicarbonat sittigen. Es werden dazu gewohn- 
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lich etwa 3—4 Messerspitzen n6étig sein; die Menge ist abhangig 
von der Quantitét Waschwasser und 0,1 n-Jodlésung, welche 
zuzusetzen notig war. Das nunmehr in Freiheit gesetzte Bisulfit 
wird mit 0,01 n-Jodlésung titriert. Infolge der geringen Aciditiat 
der Lésung entfarbt sich die zugesetzte Jodlésung oft nur langsam. 
Ks ist schon aus diesem Grunde ratsam, iiberschiissiges Jod zu- 
zufiigen, etwa 1 Minute zu warten und dann mit Natriumthio- 
sulfat zuriickzutitrieren. Auch dirfte der genaue Endpunkt leichter 
erreicht werden, wenn man von Blau auf Farblos titriert als um- 
gekehrt. Die ‘Titration wird wesentlich erleichtert, wenn die 
Stirkelésung frisch und die Starke moéglichst wenig hydrolysiert 
ist. Die sonst gegen SchluB der Titration auftretende rote Farb- 
tonung erschwert die genaue Erfassung des Endpunktes sehr. 
Berechnung der Analyse: 1 cem einer 0,01 n-Jodlésung ist aqui- 
valent 0,45 mg Milchsaure. 

















cem 0,01 n-Jodlésung | — — en | /, Fehler 
ber. gef. 
4,217 1925 | — 1,899 1,4 
4,422 1,925 1,990 3,4 
4,312 1,925 | 1,940 0,8 
4,393 1,925 1,977 2,7 
4,314 1,925 | 1,941 0,8 
4,211 1,925 | 1,895 1,9 
4,230 1,925 1,902 1,2 
5,510 2,404 | 2,480 3,1 
5,350 2,404 | 2,407 0,1 
5,235 2,404 | 2,356 2,0 
5,426 2,404 | 2,442 1,5 
5,331 2,404 | 2,399 0,2 
5,347 2,404 | 2,406 0,1 


Milchséurebestimmung im Froschmuskelextrakt: 








Milchsaure gefunden 
ecm 0,01 n-Jodlésung |———__— i en 
nach Friedemann nach L. u. Z. 
0,375 37,15 mg-°/5 36,0 mg-°/5 
0,388 — 37,05 mg-°/9 
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Die Phosphatidzellverfettung in Gehirn, Leber und Milz 
bei Niemann-Pickscher Krankheit. 


II. Mitteilung. 


Von 


Emil Epstein und Karl Lorenz. 


(Mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz- Foundation.) 


(Aus der serochemischen Untersuchungsstation der Prosektur des Kaiser-Franz-Josef-Spitals 
in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1932.) 


Die vorliegende Ver6ffentlichung reiht sich an unsere in Bd.192, 
1930 dieser Z. erschienene Mitteilung iiber Phosphatidzellverfettung 
der Milz bei dem von H. Smetana!) pathologisch anatomisch 
bearbeiteten Falle von Niemann-Pickscher Krankheit an und 
bringt als Erginzung der bisherigen chemischen Befunde der Milz 
die Ergebnisse unserer Untersuchungen an Gehirn und Leber 
beziiglich ihres Gehaltes an Phosphatiden und sonstigen Lipoiden. 
Es handelt sich um das im 20. Lebensmonate verstorbene Midchen 
jiidischer Rassenzugehorigkeit mit einer rund 10fach vergréBerten 
Milz und einer um mehr als auf das 3fache vergréBerten Leber. 


Den unmittelbaren AnlaB, die Untersuchungen des Gehirns in Angriff 
zu nehmen, gaben die von Smetana angefiihrten bemerkenswerten Hirn- 
veranderungen, die das morphologische Substrat jener schwer nervésen 
Stérungen bildeten, die sich auf Grund der Beobachtungen der Universitats- 
kinderklinik und der Abteilung fiir innere Krankheiten des St. Annakinder- 
spitals in Wien folgendermaBen geaiuBert hatten: ,,Zuriickbleiben der geistigen 
und k6érperlichen Entwicklung seit dem 6. Lebensmonat. Das Kind konnte 
weder stehen noch sitzen, der Kopf fiel beim passiven Aufsetzen immer zuriick, 
in der Bauchlage wurde der Kopf nicht von der Unterlage erhoben. Vor- 
gehaltene Gegenstande wurden kaum fiir einen Augenblick fixiert, ohne dab 
irgendein Interesse zu erkennen gewesen ware. Der Mund stand weit offen, 
die Zunge war leicht vorgestreckt.‘‘ Aus dem die Veranderungen des Gehirns 
betreffenden pathologisch anatomischen und histologischen Befunde sei aus 
der Smetanaschen Veréffentlichung kurz folgendes zusammengefaBt: ,,Hirn- 
windungen plump und vorspringend, die Konsistenz des Gehirns stark erhdht. 
Gehirngewicht 860 g. Auf einem Horizontalschnitt in der Héhe der Stamm- 





1) Virchows Arch. 274, 697 (1930). 
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ganglien das Mark von weiBer Farbe, auBerordentlich derb, die Rinde blaB- 
rotlichgrau, etwas weicher. Die Pyramidenzellen der GroBShirnrinde und die 
Ganglienzellen der Stammganglien sind auBerordentlich stark geblaht und 
wabig. Auch die Purkinjeschen Ganglienzellen des Kleinhirns sind bedeutend 
vergréBert und schaumig. Viele Gliazellen sind ahnlich gebliht und von Fett- 
trépfchen erfiillt. Sudan III farbt diese Zellen nicht. Um die GefaiBe liegen 
haufig Gruppen von Schaumzellen, die sich mit Sudan III rétlich, nach 
Smith-Dietrich schwarz farben und die deutliche Anisotropie aufweisen. 
Im itbrigen findet sich im Gehirn keine Doppelbrechung.‘‘ Erganzende 
cytologische Untersuchungen an einem umfanglichen Material von Schnitt- 
praparaten aus den verschiedenen Regionen des Gehirns, iiber deren Ergebnisse 
der eine von uns (Epstein) in anderem Zusammenhange!) jiingst ausfiihrlich 
berichtet hat, zeigen, daB die Verinderungen der Ganglien- und Gliazellen 
denen der phosphatidverfetteten Zellen (Niemann-Pick-Zellen) in Milz, Leber, 
Thymus und anderen Organen gleichen. 

Bei dieser Gelegenheit sei besonders hervorgehoben, daB Ludwig Pick 
der erste war, der auf die Zusammenhange zwischen pathologisch-anatomisch 
und mikroskopisch feststellbaren Hirnverinderungen mit jenen schweren 
nervésen Ausfallserscheinungen nachdriicklichst hingewiesen hat, die den in 
unserem Falle beobachteten psychischen und statischen Stérungen vollkommen 


entsprochen haben. 

Die Einbeziehung der auBergewohnlich vergréBerten Leber in 
den Kreis unserer Untersuchungen entspricht nicht nur der Forde- 
rung zur Vervollstaéndigung der durchgefiihrten Organanalysen, 
sondern auch dem Bestreben, mit den Ergebnissen dieser Analysen 
womodglich etwas zur Aufklarung der noch immer strittigen Frage 
beizutragen, welche Rolle der Leber im Lipoidhaushalte des Orga- 
nismus zukommt. 

Die Leber war‘‘, nach Smetana, ,,1140 g schwer, 22:14:9 cm groB, 
von derber Konsistenz, von graugelblicher Farbe, die Lappchenzeichnung ver- 
waschen, das interlobire Bindegewebe leicht vermehrt. Mikroskopisch zeigen 
die Leberzellen wabige Einlagerungen, die Kupferschen Sternzellen sind 
20—60  groB, ihr Zelleib ist schaumig. Mit Sudan III erscheinen die Kupfer- 
schen Sternzellen und manche Leberzellen gelblich bis orange getént. Von 
Anisotropie in der Leber keine Spur.‘ 

Die vorliegende Mitteilung beschrankt sich wesentlich auf die 
Bekanntgabe der Ergebnisse unserer chemischen Untersuchungen 
unter Beriicksichtigung der Vergleichsbefunde von Normalkontroll- 
organen. Beziiglich der Besprechung der Methodik, des Ganges 
unserer Untersuchungen, sowie der Begriindung der Berechnung 
der Werte auf 100 g Trockenpulver, als Grundlage vergleichender 
und sonstiger fiir die Auffassung der Pathologie der Niemann- 
Pickschen Krankheit in Betracht kommender Erwiagungen, ist 
auf die eingangs erwahnte erste Mitteilung hinzuweisen. Jedenfalls 


1) Virchows Arch. 284, 868 (1932). 
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sel hier vorweggenommen, daB sich die simtlichen g-°/)-Werte der 
vorliegenden Mitteilung, wenn nicht ausdriicklich anderes vermerkt 
wird, auf 100 g Trockenpulver beziehen. 

In den folgenden Tabellen finden sich unter der Bezeichnung 
Niemann-Pick-Hirn, -Leber und -Milz die Resultate der Unter- 
suchungen an den zur Gewichtskonstanz getrockneten und ge- 
pulverten Organen des Smetanaschen Falles eingetragen, die uns, 
was hier besonders hervorgehoben sei, nicht etwa formol- oder 
alkoholfixiert, sondern im frischen Zustande zur Verfiigung gestellt 
und die daher auch frisch verarbeitet worden sind. 

Als ,,Normalhirn“ sind die Werte der Untersuchungsergebnisse 
des Gemisches von fquivalenten Mengen T'rockenpulvers zweier 
Normalhirne, herriihrend von einem im zwo6lften und einem im 
14. Lebensmonate verstorbenen Kinde, als ,,Normalleber* a) die 
Ergebnisse unserer Untersuchungen der Leber eines 11/, jiéihrigen 
lipoidgesund befundenen Madchens, b) die Durchschnittsresultate 
der von J. Fex untersuchten 5 Normallebern Erwachsener, und 
als ,,Normalmilz’* zum Vergleiche die Analysenwerte der Kontroll- 
milz unserer 1. Mitteilung verzeichnet. 

Tab. I ergibt, daB das Gesamtgewicht des der Leiche frisch ent- 
nommenen Niemann-Pick-Hirnes im Vergleiche mit dem des 
Normalhirngemisches und unter Beriicksichtigung der im Schrift- 
tum zwischen 850 und 900 g angegebenen Grenzwerte fiir Normal- 
hirngewicht im 2. Lebensjahre innerhalb der Grenzen der Norm 
hegt. Die Gewichte frischer Gehirne sind von dem fiir dieses Organ 
besonders stark schwankenden Wassergehalte abhangig. 

Fir die auf 100 g frisches Organ berechnete Trockensubstanz 
weist das Niemann-Pick-Hirn gegeniiber Normalhirngemisch eine 
Erhohung um 4,12°/, auf. Die Wagung des zur Gewichtskonstanz 
getrockneten Atherabdunstungsriickstandes von Niemann-Pick-Hirn 
zeigt mit 30,4 g-°/, gegeniiber Normalorgangemisch (28,73 g-°/,) 
nur eine geringe Erhdhung dieser atherldslichen Lipoidfraktion. 
Dagegen léBt der nach vorhergegangener erschépfender Ather- 
extraktion gewonnene Alkoholextrakt mit 35,2 g-°/, einen um mehr 
als die Halfte hdheren Wert als den des Normalhirngemisches 
(21,52 g-°/,) erkennen. Die Summe der in der Ather- und Alkohol- 
extraktfraktion enthaltenen Gesamtlipoide des Niemann-Pick- 
Hirnes betragt somit mit 65,6 g-°/, um iiber !/, mehr als die Gesamt- 
lipoide des Normalhirnes (50,2 g-°/,). 

Beziiglich der Niemann-Pick-Leber léBt sich aus Tab. 1 
ersehen, daB das Gesamtgewicht dieser Leber mit 1140 g gegeniiber 





mil Epstein und Kar! Lorenz, 


K 


220 








CS'LI CLT 
199 FI: 
ZO'9G 60:1 
90°19 sO: T 
Zoe CLO: 1 
9°¢9 CLI 

uozuRysqng = pueysyons | 

uayorysoy = “SSungsunpqe 


COI 


pueysyoni 


FOE 


pueysyoni 


-joyoyye pun “TOUOTV "4 -sSunysunpqe -sZungsunpqe 


pueysyoni 
-ssunysunpqe 
“1043 


-19438 
Jap swung 


“JOON 


“194 V 


Joajndusyoo1y, 3 OO], JUV Jouyooiog us[yezjusz01g 





SFSL 


qeyos 
-19SSB AA 


CS‘IZ 


zueysqns 
-Ud4IOI I, 


oUBSIGQ) BOS 
BOOT Jue youqooleq 
Us| YZ}UIZOIg 


B 9 
qyoLmas 
-S}qluyosyoinqg§ 


3 0% 


epuvjsnZ 

usqostly WIT 

vUvS1IQ) Jap 
WOIMIS 
-UIesar) 











UdZ]IUISSUT] 
-Bneg dJoleiqeur Yosturey) 
Z[LUL[BULIO NT 


I ‘IN UOA 
ZN Yl -“UUBUs!N 


JauesqoeMiy Jopunsesprodiy 
uloqaT G UOA Yostulesy 
‘Ioqo][VWION (q 
suoypopeyy uostaqel */,] souta 
Joqo][VULION’ (8 


I ‘IN uoA 
19qa'J-Yotg -UUBUIAI NY 


epury wez]e 

ayeuoyy FT pun Zl Wouts 

UOA 9UITYO*) JOI9MZ YOSTUIOY) 
“UIIGTBULIO NY 


WoysIgyes 
-nzuessey Joyostpnt susyo 


-pe] usq]e oyVUOT OZ Sout 
UIT }{-YIIq-UUvWIaIN 


[vlloyeUssuessny 





uoIyyVsFplodfoyoy;Y pun -Jeyyy Jop yyormory 


‘PABA 'S Youu 
‘RUBDIGQ) Ud}FONSIo}JUN JOp ZuRIsqnsusyo01;, puN yyeyossosse Ay “PYM 


Bs 9[[I9QC PL 














Die Phosphatidzellverfettung in Gehirn, Leber und Milz usw. 991 


360¢ der untersuchten Normalleber eines gleichalterigen Jungkindes 
(4a) um weit mehr als um das 3 fache erhdht erscheint. Die auf 100 g 
frisches Organ berechnete Trockensubstanz der Niemann-Pick- 
Leber laBt dagegen gegeniitber Normalleber nur eine Erhéhung um 
rund 3°/, erkennen. Das Gewicht des Abdunstungsriickstandes der 
atherléslichen Lipoidfraktion der Niemann-Pick-Leber mit 33,21 g-°/, 
iibersteigt das des Atherextraktriickstandes der Normalleber mit 
13,62 g-°/,, das des Abdunstungsriickstandes ihrer alkoholléslichen 
Lipoidfraktion mit 27,85 g-°/, jenes der Normalleber mit 12,4 g-°/, 
um betrachtlich mehr als das Doppelte. Der Wert fiir die Summe 
der ather- und alkoholldslichen Lipoidfraktion der Niemann-Pick- 
Leber mit 61,06 g-°/, liegt somit um mehr als das Doppelte héher, 
als der der Normalleber mit 26,02 g-°/,. 

Das Mengenverhiltnis von Atherabdunstungsriickstand zu 
Alkoholriickstand fiir Niemann-Pick-Leber von 1:0,8 gegeniiber dem 
fiir Niemann-Pick-Milz und Niemann-Pick-Hirn mit 1:1,4 bzw. 
1:1,1 deutet auf die besonders starke Anreicherung dieser Leber 
mit dtherléslichen Lipoiden gegeniiber der mit alkoholléslichen 
Substanzen hin. 

Die Zahlen der Tab. II zeigen, daB die Werte fiir Extraktiv- 
stickstoff und Extraktivphosphor der 4therldslichen Lipoid- 
fraktion fiir Niemann-Pick-Hirn beide annéhernd um rund !/, 
hoher sind, als die fiir Normalhirn und daB das Mengenverhiltnis 
N:P fiir Niemann-Pick-Hirn und Normalhirn in Aquivalenzen 2,2: 1 
betrégt, wihrend die Werte fiir Extraktivstickstoff der alkohol- 
léslichen Lipoidfraktion des Niemann-Pick-Hirnes gegeniiber Normal- 
hirn nur um !/,, die fiir Phosphor aber um mehr als !/; erhéht sind. 
Das Mengenverhiltnis N:P fiir Niemann-Pick-Hirn (5,8:1), fiir 
Normalhirn (6,6:1), fiir Niemann-Pick-Milz (3:1), fiir Normalmilz 
(9,6:1) weist auf das reichliche Vorhandensein stickstoffhaltiger 
Abbauprodukte unbekannter Zusammensetzung hin. 

Die Werte fiir Extraktivstickstoff der atherléslichen Lipoidfrak- 
tion der Niemann-Pick-Leber sind gegeniiber der Norm 14 fach, 
die fiir Extraktivphosphor 18fach erhéht, das Mengenverhiltnis 
von N:P betragt fiir Niemann-Pick-Leber 2,47:1, fiir Normalleber 
3,07:1. Die Werte fiir Extraktivstickstoff und Extraktivphosphor 
der alkoholléslichen Lipoidfraktion erscheinen gegeniiber der Norm 
um mehr als das Doppelte erhéht, und das Mengenverhiltnis N:P 
betragt fiir Niemann-Pick- und Normalleber 6,5:1. Die weiteren, 
den nichtdialysablen Phosphor betreffenden Zahlen der Tab. IT, 
sowie die des dort verzeichneten Verhialtnisses von N:P der alkohol- 
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Tabelle 


Gesamtstickstoff und Gesamt- 
Gehalt der ather- und alkoholléslichen Lipoid- 





Ausgangsmaterial 


. Niemann-Pick-Hirn 


vgl. Tab. 1, Nr. 1 


Normalhirn 
vgl. Tab. I, Nr. 2 


. Niemann-Pick-Leber 


vgl. Tab. I, Nr. 3 


Normalleber 
vgl. Tab. I, Nr. 4a 


Niemann- Pick- Milz 
vgl. Tab. I, Nr. 5 


Normal milz 
vgl. Tab. I, Nr. 6 
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1,50 0,43 0,075 | 1,48 | 0,42 | 0,074 /2,2:1 
2,50 0,83 0,23 | 2,24 | 0,745 | 0,207 | 2,47:1 
| 
0,43 0,058 0,014 |) 0,31 — 0,042 | 0,106 | 3,07: 
| | | 
17 047 0,14 | 182 '05 /|015 | 2:1 
| | | 
ee 
| | 
1,63 0,103 0,019 | 0,95 | 0,063) 0,011 | 3,7: 1 
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| | 

| | 

| | 
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*) Es sei hier darauf hingewiesen, daB in Tabelle III unserer ersten Mitteilung in 
2. und 3. Langskolonne unter dem Wort 
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léslichen Lipoidfraktion gelangen im Zusammenhange mit der 
Beurteilung der Bedeutung der in der folgenden Tab. III ent- 
haltenen Zahlen fir die gesittigten Phosphatide zur Besprechung. 

Tab. III enthalt die aus dem Phosphor der atherléslichen 
Lipoidfraktion durch Multiplikation mit dem Lecithinumrechnungs- 
faktor 26,4 berechneten Lecithinwerte. Wir haben davon Abstand 
genommen, zur EKrrechnung der Menge des einwandfrei als Lecithin 
zu bezeichnenden Monoaminomonophosphatids den nicht dialy- 
sablen Phosphor dieser Fraktion von dem dialysablen Anteile ab- 
zutrennen, obwohl wir es friiher mehrmals, so auch fiir die Milz 
unseres Falles von Niemann-Pickscher Krankheit mit Erfolg 
durchgefiihrt hatten!), da die Werte fiir nicht dialysablen Stickstoff 
und Phosphor das fiir Lecithin charakteristische relative Mengen- 
verhiltnis von N:P = 1:1 ergeben hatten und der auf Zersetzungs- 
produkte stickstoffhaltiger Stoffe zu beziehende Stickstoffiiber- 
schuB durch Dialyse glatt zu entfernen gewesen war. Da aber der 
Verlust bei Umrechnung des nicht dialysablen Phosphors gegeniiber 
Umrechnung des Gesamtphosphors in Lecithin nur }/, betragen 
hatte, so hatten wir uns entschlossen, den um weniges héheren, auf 
Gesamtphosphor der &therléslichen Fraktion bezogenen Lecithin- 
wert gelten zu lassen, da es immerhin mdglich war, daB ein Teil 
des Lecithins der Zersetzung bzw. dem Darstellungsverfahren zum 
Opfer gefallen war. Wir hielten uns berechtigt, der gleichen Er- 
wiigung auch fiir das Niemann-Pick-Hirn und fiir die Niemann- 
Pick-Leber Folge zu geben. Bei der nahen Verwandtschaft von 
Lecithin und Kephalin konnte auf eine Sonderbestimmung beider 
Stoffe um so eher verzichtet werden, als eine exakte Trennung 
kaum durehfiihrbar ist. Es wurden vielmehr beide Substanzen 
zusammen als Lecithin angegeben. 

In Tab. III finden sich ferner die mittels der Digitoninmethode 
nach Windaus-Fex gesondert bestimmten Zahlen fiir den Gehalt 
der untersuchten Organe an freiem und an verestertem Cholesterin, 
sowie die Verhiltniszahlen zwischen beiden Cholesterinkompo- 
nenten und das Verhaltnis von Lecithin: Gesamtcholesterin. Die 
Werte fiir Gesamtcholesterin ergeben sich aus der Summe der 
Zahlen von freiem plus verestertem Cholesterin. Die Tabelle ent- 
halt auch noch die Werte fiir atherlésliche Reststoffe, auf deren 
nihere Beschaffenheit weiter unten noch ausfihrlicher eingegangen 
wird. Aus unseren Zahlen ergibt sich zunichst fiir Niemann-Pick- 


1) Niheres: Diese Z. 192, 160/161 (1930). 
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Hirn mit 16,6 g-°/, Lecithin eine Zunahme des Lecithingehaltes um 
1/, gegentiber Normalhirn (11,1 g-°/)). Die nicht unerhebliche Leci- 
thinanreicherung dieses Organes kommt auch in dem Verhaltnis von 
Lecithin: Gesamtcholesterin zum Ausdruck, indem es fiir Niemann- 
Pick-Hirn 2,67:1, fir Normalhirn dagegen nur 1,56:1 betragt. 

Hervorzuheben ist sodann die auffillige Anderung des Ver- 
haltnisses von freiem Cholesterin: Cholesterinester, das fir Normal- 
hirn 1,56:1, fiir Niemann-Pick-Hirn jedoch fast 19:1 betrigt. Diese 
Anderung des gegenseitigen Verhiltnisses von freiem Cholesterin: 
Cholesterinester bei Niemann-Pick-Hirn im Gegensatz zu Normal- 
hirn driickt sich auch schon absolut in den Prozentzahlen auf 
100g Trockenpulver aus. Niemann-Pick-Hirn: Freies Cholesterin 
5,88 g-°/,, Cholesterinester 0,31°/,.. Normalhirn: Freies Cholesterin 
4,33 g-°/,. Cholesterinester 2,77°/). 

Besondere Aufmerksamkeit verdienen weiter die ganz auBer- 
gewohnlich vom Normalen abweichenden Zahlenwerte unserer Un- 
tersuchungen der Niemann-Pick-Leber. Es zeigt sich eine Er- 
héhung des Lecithingehaltes dieses Organes mit 19,67 g in 100 g 
Trockenpulver um das 18fache gegeniiber Normalleber (1,1 g-°/), 
ferner eine Erhdhung des Gesamtcholesterinwertes mit 6,35 g-°/, 
um das 5fache des Normalen (1,17 g-°/,).. Die Niemann-Pick-Leber 
erweist sich als das lecithinreichste unter den untersuchten phospha- 
tidzellverfetteten Organen, da ihr Lecithingehalt den der auch 
bereits auBergewohnlich lecithinangereicherten Milz fast um 50°/, 
iibersteigt. Das mengenmaBige Vorwalten des Lecithins tiber den 
Gesamtcholesteringehalt der Leber driickt sich auch in dem Ver- 
haltnis von Lecithin: Gesamtcholesterin = 3,1:1 gegeniber 0,9:1 
der Normalleber aus. 

Ferner ergibt sich, daB die pathologische Zunahme der Nie- 
mann-Pick-Leber an Cholesterin ausschlieBlich auf das Konto des 
freien Cholesterins zu buchen ist, wobei die Cholesterinester ganz 
auffallig in den Hintergrund gedringt erscheinen. Die Gegensitze 
dieser relativen Mengenverhaltnisse driicken sich nicht nur in der 
Proportion von freiem Cholesterin:Cholesterimester, die fir Nie- 
mann-Pick-Leber 64,4:1 (!), fiir Normalleber nur 3,6:1 betragen, 
sondern auch in dem ganz auBergewohnlich niedrigen Cholesterin- 
esterwerte von 0,097 g-°/, aus, der nur einem Drittel des Chole- 
sterinestergehaltes der Normalleber entspricht. 

Die Normalleber ist, an den Vergleichswerten der lecithin- (1,66 g-°/5) 
und cholesterinarmen (0,91 g-°/,) Normalmilz gemessen, gleichfalls ein relativ 
lecithin- (1,1 g-°/,) und cholesterinarmes (1,22 g-°/)) Organ. 
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Von bemerkenswertem Interesse sind auch die Zahlen fiir die 
itherloéslichen Reststoffe. Darunter werden hier jene Stoffgemenge 
bezeichnet, welche sich ergeben, wenn man von dem Werte des 
gesamten Atherabdunstungsriickstandes die Werte fiir Lecithin 
plus Gesamtcholesterin in Abzug bringt. Es handelt sich jedesfalls 
um Neutralfette, Fettsiuren und sonstige Substanzen, die in Ather 
Jéslich sind. Bei der enormen Loslichkeitsbeeinflussung, die das 
Lecithin zeigt, ist es nicht ausgeschlossen, daB sich auch nicht 
fettartige (stickstoffhaltige) Substanzen diesen atherldslichen Rest- 
stoffen zugesellen. 

Aus den Zahlen der vorletzten Kolonne der Tab. III ergibt 
sich, da8 auch Hirn, und zwar sowohl Normal- wie auch Niemann- 
Pick-Hirn, betrachtliche Mengen 4atherléslicher Reststoffe, also 
sicher auch Neutralfett enthalt. 


Tabelle IV. 


Gehalt der untersuchten Organe an gesattigten, ungesattigten und Gesamt- 
phosphatiden in Prozentzahlen auf 100 g Trockenpulver. 



































Alkohollésliche Lipoid- |Atherlésliche 
fraktion Fraktion 
a, ee ied 2 - Gesamt- 
Ausgangsmaterial = = aa § S 3 ungesattigte phos- 
32 886/ $4 | Phosphatide] phatide 
= Md |Z eo| ¥ a Lecithin + 
yo - FH So Cephalin 
_ es ha ieee Se. ee | ae 
1, Niemann-Pick-Hirn | 35,2 | 0,28 | 6,72 16,6 23,32 
vgl. Tab. I, Nr. 2 | 
2. Normalhirn 21,5 0,14 | 3,36 11,1 14,46 
vgl. Tab. I, Nr. 2 
3. Niemann-Pick-Leber| 27,85 | 0,57 | 18,68 19,67 | 33,35 
vgl. Tab. I, Nr. 3 | 
4. Normalleber 12,4 0,102 | 2,45 1,1 3,55 
vgl. Tab. I, Nr. 4a 
5. Niemann-Pick-Milz 38,7 | 0,85 | 20,4 13,17 33,57 
vel. Tab. I, Nr. 3 | | 
6. Normalmilz 10,5 011 | 2,64 1,66 43 
vgl. Tab. I, Nr. 4 





Bevor wir die in Tab. IV aufgenommenen Werte der in der 
alkoholldéslichen Lipoidfraktion enthaltenen Phosphatide einer 
niheren Besprechung unterziehen, miissen wir uns vor Augen 
halten, daB bei der der erschépfenden Atherextraktion folgenden 


15* 
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sekundiren Extraktion mittels siedendem Alkohol aus den Organ- 
pulvern neben einer Reihe ganz bestimmter, nicht lipoidiger Be- 
standteile Gemenge fettéhnlicher Stoffe in die alkohollésliche 
Fraktion wbergehen, deren Konstitution und Existenz als selb- 
stiindige Verbindungen vielfach noch umstritten erscheinen! Die 
parallellaufende Erhéhung des alkoholléslichen Phosphors in 
Niemann-Pick-Hirn, -Leber und -Milz gegeniiber der Norm 1]aBt 
aber dennoch die Erwigung berechtigt erscheinen, daB ein Teil 
dieses alkoholléslichen Phosphors auf primiér aétherunldsliche, 
sekundir alkoholléshche Phosphatide der gesittigten Gruppe 
(S. Frinkels) zu beziehen sein kénnte. 

Um die Frage zu entscheiden, wieviel von dem alkoholléslichen Gesamt- 
phosphor auf diese gesaittigten Phosphatide zu entfallen habe, wurde in der- 
selben Weise, wie wir es seinerzeit zur Abtrennung des dialysablen vom nicht 
dialysablen Phosphor der atherléslichen Lipoidfraktion der Niemann-Pick-Milz 
durchgefiihrt hatten, nunmehr der Abdunstungsriickstand der alkoholléslichen 
Lipoidfraktion in destilliertem Wasser aufgenommen und im Dialysierschlauch 
nach Schleicher und Schill der Dialyse unterzogen, indem sie unter wieder- 
holtem Wechsel des AuBenwassers in einer Dauer bis zu 5 Tagen solange fort- 
gesetzt wurde, bis die AuBenfliissigkeit keine Chlorid- und Ninhydrinreaktion 


mehr erkennen lieB. Sodann wurde der dialysable Phosphor der AuBenfliissig- 
keit und der nicht dialysable Phosphor der im Dialysierschlauche befindlichen 


Innenfliissigkeit getrennt bestimmt. 

Die Menge des so ermittelten wasserléslichen dialysablen An- 
teiles des Gesamtphosphors der alkoholléslichen Fraktion betragt 
fiir Niemann-Pick-Hirn 45°/,, fiir Niemann-Pick-Leber 6,5°/,, fiir 
Niemann-Pick-Milz 30°/, fiir Normalhirn 62°/,, fiir Normalleber64°/,, 
fir Normalmilz 35°/, und dirfte zum GroBteile Zersetzungs- 
produkten von Phosphatiden und andersartigen organischen Ver- 
bindungen, zum geringen Teil anorganischen Phosphaten angehoren. 

Fiir die Beurteilung der variablen und nicht naher definier- 
baren Zusammensetzung des schmierigen Stoffgemenges, dem 
diese phosphorhaltigen Substanzen angehéren, ist auch der gleich- 
falls aus Tab. II ersichtliche Stickstoffreichtum der alkoholléslichen 
Fraktion kennzeichnend, der sich aus dem Vergleiche des N:P- 
Verhiltnisses der nicht dialysierten ather- und alkoholléslichen 
Lipoidfraktionen der untersuchten Organe ergibt und der auf die 
Beimengung sehr betrichtlicher Mengen stickstoffhaltiger Zerfalls- 
produkte (Cholin, Colamin, Aminosiéiuren, Nucleinséuren usw.) 
hinzudeuten scheint. 

Jedenfalls geht aus dem Gesagten hervor, daB lediglich die 
allerdings recht betrachtlichen Werte fiir den nicht dialysablen 
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Phosphor zur Grundlage fiir die Berechnung der in der alkohol- 
léshchen Lipoidfraktion unversehrt vorhandenen Phosphatide der 
gesittigten Gruppe heranzuziehen sind. Wir haben somit diese 
Zahlen mit dem Umrechnungsfaktor 24 multipliziert, der annihernd 
in der Mitte zwischen dem Umrechnungsfaktor 26,4 von Phosphor 
auf Lecithine und 22,2 von Phosphor auf Sphingomyeline liegt, 
die derzeit als einzige Repriisentanten der Gruppe der nur alkohol- 
léshchen gesattigten Phosphatide in Betracht kommen. Der 
Faktor 22,2 ergibt sich aus dem Durchschnitte der Zahlenwerte 
der Elementaranalysen der verschiedenen Sphingomyeline, wie sie 
sich auf $. 128 der monographischen Bearbeitung iiber ,,Chemie 
der Cerebroside und Phosphatide von H.Thierfelder und 
EK. Klenk (Berlin 1930) verzeichnet finden. Die so umgerechneten 
Werte fiir die Phosphatide der alkoholischen Fraktion (Tab. LV), 
denen zum Vergleiche die der Tab. IJ entnommenen Zahlen fiir 
die atherléslichen Phosphatide und fiir Gesamtphosphatide bei- 
gefiigt sind, zeigen, daB der Gehalt an gesiittigten Phosphatiden 
fiir Niemann-Pick-Hirn mit 6,7 g-°/, um das Doppelte, fiir Niemann- 
Pick-Leber mit 13,6 g-°/, um das 51/,fache, fiir Niemann-Pick-Milz 
mit 20,4 g-°/, um das 8fache hoéher liegen, als fiir die entsprechenden 
Normalorgane. Dies berechtigt wohl zu dem SchluB, daB an dem 
ProzeB der Phosphatidzellverfettung bzw. Durchtriinkung von 
Zellen und Geweben bei Niemann-Pickscher Krankheit nicht 
nur die Phosphatide der ungesiittigten Gruppe (Lecithin und 
Kephalin), sondern auch solche der gesiittigten Gruppe in immerhin 
sehr erheblichem Mafe beteiligt sein diirften. 

Besonders sei noch darauf hingewiesen, daB das in Tab. II 
vermerkte N:P-Verhaltnis im Dialysate der alkoholldslichen 
Lipoidfraktion von Niemann-Pick-Hirn und Normalhirn in sehr 
auffilliger Ubereinstimmung den Wert N:P = 3:1 ergibt. Diese 
Proportion kénnte zur Annahme des Vorhandenseins eines neuen, 
bisher unbekannten Triaminomonophosphatids der gesittigten 
Gruppe AnlaB geben, das als normaler Bestandteil des Gehirns in 
Betracht zu ziehen ware. Diesbeziiglich ist freilich Vorsicht am 
Platze, da sich hinter diesem N:P-Verhaltnis eine abnorme Mole- 
kilanlagerung bekannter Phosphatide oder eine Adsorption stick- 
stoffhaltiger Bestandteile an solche Phosphatide verbergen kénnte. 
Immerhin ]é8t aber die Ubereinstimmung beider Befunde eine 
erhéhte Aufmerksamkeit gerechtfertigt erscheinen. 

Die aus der Symme der Werte fiir ungesittigte und gesittigte 
Phosphatide sich ergebenden Zahlen fiir Gesamtphosphatidgehalt 





930 E.Epstein u. K. Lorenz, Die Phosphatidzellverfettung in Gehirn usw. 


ergeben fiir Niemann-Pick-Leber mit 33,35 g-°/, und Niemann-Pick- 
Milz mit 33,57 g-°/, die héchsten Werte, die gegeniiber dem Ge- 
halte der Normalleber fast um das 10fache, gegeniiber dem der 
Normalmilz um das 8fache erhéht erscheinen. Die Zahlen, aus 
denen sich die Anreicherung an Gesamtphosphatiden fiir Niemann- 
Pick-Hirn ergibt, bleibt hinter diesen Verhiltniszahlen zuriick und 
betrigt mit 23,3 g-°/, nur um 2/, mehr als der Gesamtphosphatid- 
gehalt des Normalhirns mit 14,5 g-°/. 

Die auf die Isolierung etwa vorhandenen Kerasins gerichtete 
Untersuchung nach H. Lieb und E. Epstein in den Organen bei 
Niemann-Pickscher Krankheit und in den Kontrollorganen 
lipoidgesunder Individuen lat das Vorhandensein dieses fiir 
M. Gaucher charakteristischen Stoffes vollkommen vermissen. 

Die Ergebnisse der chemischen Analysen der untersuchten 
Organe zeigen, daB der zerst6rende ProzeB der Phosphatid- 
zellverfettung neben Milz auch Gehirn und Leber in be- 
triichtlichem Umfange erfaBt hat, wobei sich die Leber als das von 
der Lipoidfettdurchtrinkung am meisten betroffene Organ er- 
wiesen hat. Unsere Resultate bringen somit eine volle Bestaétigung 
nicht nur der Pickschen Auffassung iiber die Pathogenese 
dieses Zustandes, sondern gestatten auch die Anwendung der 
in der ersten Mitteilung aufgestellten Theorien wber die 
ursichliche Beziehung der physikalisch chemischen Vorginge zu den 
pathologischen Verinderungen in der Milz auf die in Gehirn 
und Leber bei Niemann-Pickscher Krankheit. 

Die zusammenfassenden Betrachtungen und die Schlub- 
folgerungen, die sich aus unseren Untersuchungen ergeben, bilden 
den Gegenstand einer demnichst in der Klin. Wochenschrift 
(Berlin) erscheinenden Ver6ffentlichung iiber die Pathochemie der 
Phosphatidzellverfettung bei Niemann-Pickscher Krankheit vom 
Standpunkt der pathologischen Physiologie. 
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Entmethylierung des Narkotins und Vitamin C. 
Von 
Johannes Britiggemann. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1932.) 


Nach den Untersuchungen von Rygh und seinen Mitarbeitern !) 
ist das antiskorbutische Vitamin C als ein Derivat des Narkotins 
aufzufassen, welches bei stufenweiser EKntmethylierung nach der 
Methode von Matthiessen, Foster und Wright?) erhalten 
werden kann, und zwar soll das Vitamin © mit dem nach der 
Abspaltung der zwei Methylgruppen der Mekoninkomponente ent- 
stehenden o-Diphenol, also dem Methylnornarkotin, identisch sein. 
Die Ryghschen Befunde sind von so weittragender Bedeutung, 
da8 eine Bestiitigung von anderer Seite dringend erwiinscht 
erscheint. Aus diesem Grund entschlossen wir uns zu einer 
Nachprifung. Wahrend der Fertigstellung unserer Arbeiten sind 
von anderer Seite ebenfalls Nachpriifungen vorgenommen worden, 
die durchweg zu negativen Ergebnissen gefiihrt haben (Smith 
und Zilva’), Dalmer und Moll‘), Tillmans und Hirsch)’). 
Vorausgeschickt sei, dafs’ auch unsere Versuche keinerlei Bestiiti- 
gung der Angaben von O. Rygh erbrachten. 


Eigene Untersuchungen. 


Es wurden insgesamt 11 Entmethylierungen durchgefiilrt. 
Hierzu wurden jeweils 3—5 g Narkotinchlorhydrat (bezogen von 
E. Merck und C. A. F. Kahlbaum) entsprechend der auch von 


1O.Rygh, A. Rygh u. P. Laland, Diese Z. 204, 105 (1932); O. Ry gh, 
Zschr. Vitaminforschung 1, 134 (1932); O. Rygh, Zschr. angew. Chem., Jg. 45, 
S. 307 (1932). 

*) Proc. Royal Soc. 11, 55; 12, 501; 16, 39; 17, 34 (1860—1870); Lie- 
bigs Ann. Supp. 7, 63 (1870). 

3) Chem. a. Industr. 51, 8, 166 (1932). 

*) Diese Z. 209, 211 (1932). 

*) Biochem. Z. 250. 312 (1932). 
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Rygh verwendeten Methode von Matthiessen, Foster und 
Wright mit der zehnfachen Menge konzentrierter Salzsiure 
(d = 1,19) verschieden lange auf dem Wasserbad erhitzt. 


Die Bedingungen, unter denen gearbeitet wurde, waren folgende: 


I. Entmethylierung bei Gegenwart von Luft. 


1. Mit Unterbrechung des Erhitzens iiber Nacht. 


a) 203 Stunden Dauer der Entmethylierung 
b) 167, ar . 

c) 139, ——* ‘ 

d) 92 - -" ‘s 


2. Bei durchgehender Erhitzung. 


e) 192 Stunden Dauer der Entmethylierung 
f ) 168 9 ** 9 
g) 24 ” ” ” 


Il. Entmethylierung unter vollkommenem LuftausschluB 
in einer reinen Stickstoffatmosphire, 


3. Entmethylierung in Druckflaschen. 
h) 168 Stunden Dauer der Entmethylierung 


: "7 
1) i2 29 ”? ”? 9 


4. Entmethylierung bei Atmosphiirendruck. 


k) 72 Stunden Dauer der Entmethylierung 
I) 48 ”? ” ” ” 


Siimtliche Entmethylierungen unter Luftzutritt wurden in Glaskolben 
mit Steigrohr durchgefihrt. Alle verwendeten Gummistopfen und Druck- 
schliuche wurden, bevor wir sie in Gebrauch nahmen, sorgfiltig paraffiniert. 

Bei der Entmethylierung in Stickstoffatmosphire wurde so vor- 
gegangen, dafb wir im ersten Falle das Narkotinchlorhydrat mit der Salz- 
siiure in gewOhnliche Selterswasserflaschen brachten und unter Durchperlen 
von Stickstoff im Wasserbad auf 80° erwiirmten. Wenn vollkommene Ver- 
driingung der Luft angenommen werden konnte, wurden die Flaschen ver- 
schlossen und das Wasserbad auf Siedetemperatur erhitzt. 

Die Entmethylierungen unter Stickstoff bei Atmosphirendruck erfolgten 
in einem Glaskélbchen, das mit einem doppelt durchbohrten Stopfen, der 
Zu- und Ableitungsrohre trug, verschlossen war. Das Ableitungsrohr fiihrte 
auf den Boden eines mit Quecksilber gefiillten Glaszylinders. Wéhrend 
der Dauer der Entmethylierung wurde durch das ganze System ein kriftiger 
Stickstoffstrom geschickt. Das verwendete Stickstoffgas wurde zur Ent- 
fernung yorhandener Sauerstoffverunreinigungen durch eine stark alkalische 
Pyrogallol-Lésung geleitet. 

Auch die weitere Aufarbeitung dieser Entmethylierungsprodukte geschah 
unter vollkommenem Luftabschlu8 in reiner Stickstoffatmosphire. 

Die bei Luftzutritt entmethylierten Substanzen wurden auf dem Filter 
mit 96°/,igem Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen und dann iin 
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Vakuumexsiccator erst iiber Schwefelsiiure, spiiter itiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. Die unter LuftabschluB in einer N,-Atmosphiire hergestellten 
Entmethylierungsprodukte wurden zuniichst unter Stickstoff abfiltriert und 
dann unter Verzicht auf eine Reinigung mit Alkohol und Ather in eine 
Trockenpistole iibergefiihrt. Hier erfolgte die Trocknung in einer Stick- 
stoffatmosphire iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz. 


Die bei allen Entmethylierungen erhaltenen Produkte waren 
nach dem Trocknen amorphe Pulver von bordeauxrétlicher bis hell- 
roter Farbe. 

Rygh gab an, krystallisiertes Methylnornarkotinhydrochlorid 
durch Umkrystallisieren des Rohproduktes aus heiBem Wasser er- 
halten zu haben. Es ist uns in keinem Falle gelungen, nach 
Lésung unserer Rohprodukte in Wasser, Methylalkohol, einer 
5°/,igen Glyzerin—Wasserlésung und einer konzentrierten Lisung 
von Phenol in 96°/,igem Athylalkohol krystallisierte Produkte zu | 
erhalten. Mit dieser Feststellung stehen wir im Einklang mit 
den oben erwiihnten englischen Forschern und den Beobachtungen 
von Dalmer und Moll (a.a.0.), obwohl auch deren Priiparate 
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nach Herstellungsweise sowie Aussehen und sonstigem Verhalten 
weitgehend unseren und Ryghs Priiparaten glichen. 

Wihrend sich unsere Entmethylierungsprodukte schon bei 
Zimmertemperatur in den oben erwiihnten Lésungsmitteln leicht 
bis sehr leicht lésten, waren sie in 96°/,igem Athylalkohol und 
Aceton nahezu, in Amylalkohol, Athylither und Petroliither voll- 
kommen unldéslich. 


Die gegen Lackmus ganz schwachsauren wibrigen Liésungen unserer 
Entmethylierungsprodukte firbten sich beim Stehen an der Luft nach einiger 
Zeit gelb und schlieBlich braun. Auch bei Verwendung von 1°/,iger wiib- 
riger Weinsiurelésung als Lésungsmittel blieb diese Verfiirbung nicht aus, 
wenn sie auch erst nach einigen Tagen merklich in Erscheinung trat. Da 
die unter SauerstoffausschluB hergestellten Lésungen der unter Stickstoft 
entmethylierten Produkte sich auch nach monatelanger Aufbewahrung 
nicht verinderten, kann es sich bei der Verfirbung nur um Oxy- 
dationsvorgiinge handeln. Stirker saure Lisungen waren gegen Einwir- 
kung des Luftsauerstoffes bedeutend widerstandstihiger als schwachsaure, 
neutrale oder gar alkalische. Setzte man niimlich durch Zugabe von Al- 
kalien (verdiinnte Natron- und Kalilauge, Ammoniak, wiBrige Sodaliésung) 
die Basen aus den Hydrochioriden in Freiheit, so traten sofort Farbiinde- 
rungen auf, die in ihrer Intensitiit (rosa, orange, gelbbraun, dunkelbraun) 
von dem Gehalt der Lésung aus dem betreffenden Entmethylierungsprodukt 
abhingen. 

Die Reaktion auf Phenole mit Ferrichlorid fiel bei allen Priiparaten 
positiv aus. Nach Zugabe eines Tropfens verdiinnter FeCl,-Lésung trat 
sofort eine schéne stahlblaue Fiarbung auf, die ebenso rasch in hellgriine, 
spiter schmutziggriine Farbténe iiberging. 
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Das Reduktionsvermégen unserer Substanzen priiften wir gegen 
n/100-KMnO,- und eine n/10-AgNO,-Lésung. Beide wurden in kurzer Zeit 
reduziert. 

Siimtliche Priparate wurden der Methoxylbestimmung nach 
Zeisel unterworfen, wobei stets 2 Kontrollbestimmungen ausgefiihrt 
wurden. Die Differenzen an berechnetem Methoxylgehalt betrugen 
bei den einzelnen Bestimmungen unter sich nie mehr als 0,1°/,. 
Die gefundenen Methoxylwerte schwankten zwischen denen 
des reinen Monophenols, dem Dimethylnornarkotinhydrochlorid 
OCH, = 14,24°/, und dem des Triphenols (Nornarkotinhydrochlorid 
OCH, = 0°/,). Der theoretische Methoxylwert des Diphenols 
(= Methylnornarkotinhydrochlorid) betriigt 7,36°/). 

In der folgenden Tabelle sind der Gehalt an abspaltbarem 
Methoxyl, der Schmelzpunkt und die Farben unserer Entmethy- 
lierungsprodukte zusammengestellt. 


Tabelle I. 
I. Entmethylierung bei Luftzutritt. 











Dauer der Farbe Schmelzpunkt | abspaltbares 
Entmethylierung} der entstandenen (unkorr.) Methoxy!l 
in Stunden Verbindung in ° in °/, 








1. Mit Unterbrechung des Erhitzens iiber Nacht. 























a) 203 grau-violett 227—228 6,89 
b) 167 dunkelbraun 236—237 4,24 
c) 139 dunkelrotbraun 238—239 2,19 
d) 92 hellrot 222—223 8,66 
2. Bei durchgehender Erhitzung. 
e) 192 braun-rot 237—239 1,36 
f) 168 braun 228—229 6,04 
g) 24 hellrot 223—224 9,39 


II. Entmethylierung in einer reinen Stickstoffatmosphire. 


3. Entmethylierung in Druckflaschen. 


h) 168 dunkelrot 239 —240 0 
i) 72 dunkelrot 241—-242 4,62 





4. Entmethylierung bei Atmosphiirendruck. 
hellrot 230—231 5,68 
weiB-hellrot 226—227 10,9 


Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, zeigen die erhaltenen 
Reaktionsprodukte erhebliche Unterschiede, was Farbe, Schmelz- 
punkt, sowie abspaltbare OCH,-Gruppen anlangt, Allerdings ist 
den Methoxylbestimmungen nur bedingter Wert zuzumessen, da 
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keine einheitlichen krystallisierten Substanzen zur Analyse vor- 
lagen. Auch Rygh weist darauf hin, daB bei Behandlung des 
Narkotins mit HCl nicht allein die theoretisch erwarteten Phenole 
entstehen, sondern auch noch andere Spaltungen am Narkotin- 
molekiil vor sich gehen miissen. Es liegen also Gemische vor. 
in denen aber je nach dem Verlauf der Salzsiiureeinwirkung und 
der Entmethylierung mehr oder minder grobe Mengen der ver- 
schiedenen Entmethylierungsprodukte, also auch des nach Rygh 
allein antiskorbutisch wirksamen Methylnornarkotins, enthalten 
sein kjnnen. Auch Rygh fiihrt die Wirksamkeit seiner Substanzen 
auf den Anteil an Methylnornarkotin, den sie enthielten, zuriick. 
Nach den Methoxylwerten unserer Priiparate zu schlieBen, miissen 
auch diese verschiedene Mengen der einzelnen Entmethylierungs- 
produkte enthalten haben und es wiire erstaunlich, wenn darunter 
nicht auch Methylnornarkotin gewesen sein sollte. Besonders gilt 
das von den Produkten, deren Methoxylwerte nahe dem fiir 
Methylnornarkotinchlorhydrat berechneten Wert von 7,36 lagen. 

Man mag aber iiber die Zusammensetzung der erhaltenen 
Gemische denken wie man will, so bleibt doch bestehen, daB sie 
mit derselben Methode der Salzsiiureeinwirkung aus Narkotin 
gewonnen worden sind, mit der Rygh seine wirksamen Gemische 
erhielt. Wenn dieses Ergebnis reproduzierbar ist, so miissen auch 
bei der biologischen Priifung unserer Gemische Anzeichen yon 
antiskorbutischer Wirksamkeit erhalten werden. 

Um die Bezeichnungen aller im Tierversuch verwendeten Substanzen 
einfach und iibersichtlich zu gestalten, wurden diese so angegeben, dal 
von der Stundenzah] der betreffenden Entmethylierung durch einen Strich 
getrennt, der Methoxylgehalt des Reaktionsproduktes angefiihrt wurde. Uber 
die Bedingungen, bei denen die Entmethylierung des betreffenden Priiparates 
vorgenommen wurde, geben die Zusammenstellung auf S. 232 und die Tab. I 
AufschluB. Es fiihren also ab jetzt die Entmethylierungen (vgl. Tab. I) 
die Bezeichnungen: 


.) oe 203/6,89 i Mises: 1680 
eeeee 167/4,24 “ee 72/4,62 
- Selita ep OM c23% 72/5,68 
d)..... 92/8,66 | ee 48/10,9 
ee 192/1,36 
tirana 168/6,04 
Gest 24/9,39 


Biologische Auswertung. 


Da der Gehalt dieser Entmethylierungsprodukte an dem 
antiskorbutisch wirksamen Bestandteil von vornherein nicht ein- 
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zuschiitzen war, gingen wir bei den Tierversuchen so vor, daB 
von jedem Priparat verschiedene Tagesdosen zur Priifung im 
Meerschweinchenversuch verwendet wurden. Da unsere Substanzen 
ungereinigt waren und wir nicht wuBten, wieviel von dem wirk- 
samen 0-Diphenol in ihnen enthalten war, wiihlten wir Dosen von 
50, 100, 200, 5007; 1 und 2mg. BesaBen unsere Produkte 
einen hohen Gehalt an Methylnornarkotinchlorhydrat, so mochten 
die 50 y-, bei niedrigem die 100, 200, 500, 1000 und 2000 y-Dosen, 
optimal wirksam sein, 

Fiir die Tierversuche wihlten wir junge, wachsende Meerschweinchen 
im Gewicht von etwa 250—350 g. Sie wurden in Drahtkiifigen auf Torfmull 
gehalten. Als skorbutogene Kost wurde die Diit des Lister-Institutes 
mit geringfiigigen Abweichungen verwendet. Sie enthielt in Teilen: Hafer 
49, Weizenkleie 20, Gerstenmehl 20, Fischmehl 10, Kochsalz 1, Calcium- 
carbonat 0,1. 

500 g dieses Gemisches wurden mit 200 g autoklavierter Milch (°/, Stunde 
bei einer Atmosphiire Uberdruck autoklaviert) gemischt. Als Getriink er- 
hielten die Tiere tiglich frisches Wasser. 


Die auf ihre antiskorbutische Wirksamkeit zu priifenden 
Substanzen wurden den Tieren von Anfang an gegeben und gern 
von ihnen aufgenommen. Durch wochentlich 2 mal stattfindendes 
Wiigen wurde der Gewichtsverlauf kontrolliert und kurvenmibig 
aufgezeichnet. Die Verabreichung der T'agesdosen, die in allen 
Fiillen in 1 ccm 1°/,igem weinsauren Wassers gelést waren, er- 
folgte per os mit Hilfe einer Rekordspritze. 


Die Herstellung der Loésungen der bei Luftzutritt entmethylierten 
Priiparate gestaltete sich einfach. Die betreffende Substanz wurde abgewogen 
und in dem weinsauren Wasser geliést. Da nach einiger Zeit (meist 3—4 Tage) 
sich diese Liésungen gelblich zu verfiirben pflegten, wurden sie in solchen 
Fiillen stets wieder frisch hergestellt. 

Zur Bereitung der Lésungen der unter Stickstoff entmethylierten Pro- 
dukte gingen wir so vor, daB das von der Filtration her noch in dem 
Wiigeglischen in der Trockenpistole befindliche gewichtskonstante Priiparat 
aus diesem rasch einem starken Stickstoffstrom entgegen in einen Erlenmeyer- 
kolben geworfen wurde, der mit 500 ccm entliifteten, 1°/,igen weinsauren 
Wassers gefiillt war. Die Menge der in den Kolben geschiitteten Substanz 
ergab sich aus der Gewichtsdifferenz des Wiigegliischens vor und nach dem 
Ausschiitten des Inhaltes. Nachdem diese Stammlésung mit Stickstoff 
etwa 1 Stunde lang durchstrémt worden war, wurde der Kolben mit einem 
(Jummistopfen verschlossen, in dessen Durchbohrungen 2 Glasrohren, dhnlich 
wie in einer Spritzflasche, gesteckt waren. Diese Glasréhren wurden mit 
einem Gummidruckschlauch, dessen freies Ende mit einem durchgesteckten 
Glasstab verschlossen war, vor Luftzutritt geschiitzt. Diese VerschluBart 
wurde bei allen GefiBen angewandt, in denen Liésungen der unter Stick- 
stoff entmethylierten Produkte aufbewahrt waren. — Wenn aus den Stamm- 
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lésungen die Verbrauchslésungen hergestellt werden sollten, wurde die 
berechnete Menge der Stammlisung abpipettiert und in einem 100 cem- 
MaBkolben mit weinsaurem Wasser bis zur Marke verdiinnt. Selbstverstiind- 
lich geschahen auch diese Prozeduren unter yollkommenem Luftausschlul 
in einer Stickstoffatmosphiire. 

Fiir die Verabreichung an die Versuchstiere wurden die betreffenden 
Mengen mit Hilfe eines N,-Stromes durch die doppelten Durchbohrungen 
in ein kleines Gliischen gedriickt und aus diesem dann die Rekordspritze 
rasch gefillt, so dab die Zeit, bis dem letzten Tier die in Frage kommende 
Dosis verabreicht war, nur etwa 5 Minuten betrug. In dieser kurzen Frist 
veriinderten sich diese Lésungen niemals. Siimtliche Lésungen, auch die 
Stammlésungen, wurden wohlverschlossen im Eisschrank aufbewahrt und 
diesem nur zum jeweiligen Gebrauch fiir kurze Zeit entnommen. 

Alle Tiere verloren im Anfang des Versuchs mehr oder 
weniger erheblich an Gewicht. Nach etwa 2—8 Tagen erholten 
sich aber die meisten Tiere wieder und nahmen nun noch einige 
Tage zu, um dann bald, spiitestens aber nach dem 19. Versuchs- 
tage, dauernd an Gewicht abzunehmen. Mit diesen bei allen 
Tieren starken Gewichtsabfall, der bis zum Abbruch des Versuches 
oder dem Tode der Tiere anhielt, verstiirkten sich auch die 
klinischen Erscheinungen des Skorbutes. Die Tiere magerten ab, 
hockten traurig im Kiifig und nahmen unphysiologische Seiten- 
lagen an, wobei sie die schmerzenden Gliedmaben abwechselnd 
schonten. 

Meist waren nach Ablauf von 23 Tagen, spiitestens aber nach 
dem 42. Versuchstag alle Tiere gestorben oder muBbten wegen 
ihres fuBerst schlechten Gesundheitszustandes getétet werden. 

Jedes getétete oder gestorbene Tier wurde einer genauen 
makroskopischen Untersuchung unterworfen. Der Obduktionsbefund 
lieB alle méglichen Ubergiinge vom leichten bis zum schweren 
Skorbut erkennen. Die wenigen Tiere, die mit schwachem Skorbut 
zur Sektion gelangten, waren meist schon nach kurzer Versuchs- 
dauer einer Pneumonie erlegen. 

Kinige Tiere gingen ein, ohne daB bei der Obduktion makro- 
skopisch die Skorbutdiagnose zu stellen war. Allerdings waren 
fast alle diese Tiere erst so kurze Zeit im Versuch, daB noch 
keine makroskopisch erkennbaren Skorbutsymptome aufgetreten 
sein konnten. Bei diesen Meerschweinchen bildeten meist Infek- 
tionskrankheiten oder Pneumonie die ‘Todesursache. 

Bei der Sektion konnten mit Ausnahme der obigen Fille 
neben anderen Erscheinungen fast immer mehr oder weniger 
starke Verdickungew der Kniegelenke mit Blutungen verschiedenen | 
Grades im Unterhautzellgewebe und in der Muskulatur, sowie 
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Tabelle II. 
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I. Entmethylierung bei Luftzutritt. ) if 
( 
1. Mit Unterbrechung des Erhitzens tiber Nacht. | ° 
Praparat 203/6,89 Praparat 139/2,19 i - 
i 
1929] g | 50 | 250 250 216) 21] ++ 189319] 50 |270287147]23| +++ X ~ 
1930] # | 50 | 264277210] 24] ++ 139419 | 50 |324924204]93] + xX | 4 
1931] # | 50 [295305 174/22} +++ X]]1895]9] 50 |290303176/23] +++ X | 4 
1821] 9 | 100 | 307361 226/28/++++ [11896] 9 | 200 |324'324260/25] + Hig 
1822] 2] 100 | 272303 216] 28]++++ |]18s97]9 | 200 |285\295190/22} ++ X |” 
1823] g#] 100 | 246 290 182]26]++++ [lis9s} 9 |200 |330342310/25/++++ — 
1824] g] 100 1315 350200] 26]+++-+ |f1s99] 9 |500 | 398/398.335] 25] +++ 
1825] dh {100 | 270 300 172] 28 |+++ + 1900] 2 | 500 272'300 277 18 oh : 
1826] # ]100 | 312329181] 26] +++ X]}1901] 9 | 500 |340/342300])25] ++ ; 
1827] &]100 | 333 354 174] 26/++++X]/ 1981] 9 |500Z 380'380'380 39 m ' 19 
1828] #1] 100 | 320373 245] 28] +++ | | ig 
1829] # ]100 [316 355 226] 26) +++ ag 
1830] & | 100 | 305.355 211] 28|++++ — 19 
1932] g [200 |270290179]25, + X Priparat 92/8,66 ) 19 
1933 200 | 283 300 170] 22 x | + 19 
fe! ch! ll isis] 2/100 |285'303198/27/++++ — 45 
1934] @ | 200 | 294 346 253/25] +++ 19 
1935 | gt | 500 278 326 180 | 25 7 1819} ¢ | 100 267 312 235 | 20 |+ +++ . E 
1936] 1500 | 253.271 162/25] + XI] 1820) 3] 100 253 270 156} 22)-++++\ & 
1937| ¢ a 375/404 255] 25 | s+ ++ ; 
1977 500 Z| 382)464 464] 32} — 19 
er = 2. Bei durchgehender Erhitzung. | a 
Praparat 167/4,24 Praparat 192/1,36 “ 
: 19; 
1902} 2 | 50 | 280306171] 23} +++ 191119} 50 | 298 3271166] 22)++++X 19: 
190312 | 50 |320320190]23] ++ 1912} | 50 |308319230]24] ++ = | 49; 
1904] 9 | 50 |390390 275] 23] +++ 1913] # | 50 |340400234)23; + XxX 19° 
1905] 9 }200 | 272298 164]23] ++ X]}1914] #]200 | 400422258}25}++++ | jg; 
1906] @ [200 |350370 245] 25] +++ 1915 | #} 200 |325365248]25] +++ = | JQ 
1907] 9 [200 [325349 213]25] +++ 1916] # | 200 | 260284180] 25}/++++X | 
1908] @ ]500 | 302317181] 23]++++  }}1917] #|500 | 364364215] 24) — X ) 
190912 |500 |272298173]22] +++ X]]1918] #|500 |314333194]22) ++ X | 
19101 9 |500 | 350350182] 22| +++ X]}1919] 3|500_|268303160]22] ++ X | 
1980] 9 [500 Z] 328 392 392}32] — 1979] 2 |500Z 330 358 358 32) — 
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Tabelle II (Fortsetzung). 















































II. Entmethylierung in re 








Versuchsdauer in Tagen 
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a m|* 
Praiparat 168/6,04 
1920] & | 50 [320320 207 
1921] @ | 50 | 325 388 228 
1922] & | 50 | 272 276194 
1923] & | 200 | 274 293 197 
1924] #1200 | 347 374 235 
1925] & | 200 | 270303 171 
1926] & {500 | 324 355 200 
1927] & | 500 | 360.380 223 
1928] gt | 500 | 365 370, 233 
1978] 2 | 500 Z| 282 340 340 
3. In Druckflaschen. 
Praparat 168/0 
1986] 3 | 50 | 409 409 275 
1987] & | 50 | 355,400 204 
1988] g& 200 | 300317178 
1989} & | 200 | 269 292,160 
1990] & | 500 | 320 325 187 
1991] #1500 | 333 343 190 
1985 | 2 | 500 Z 332 370 370 
Praparat 72/4,62 

1950] 9 | 50 | 330,330 213 
1951] #& | 50 | 300 300 204 
1952] # | 50 | 298 298 194 
1953] #1200 | 308 308 194 
1954] g|200 | 307307178 
1955] g@ 1200 | 290.290 195 
1956] ¢ 1500 | 257 257 169 
1957] § 1500 | 252 252 164 
19581 § 1500 | 320.320 201 
1983] 2 | 500 Z| 304 386 386 
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X 
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1938 
1939 
1940 
1941 
1942 
1943 
1944 
1945 
1946 
1982 


1959 
1960 
1961 
1962 
1963 
1964 
1965 
1966 
1967 
1993 
1994 
1995 
1996 
1997 
1984 


1968 
1969 
1970 
1971 
1972 
1973 
1974 
1975 
1976 
1992 























Geschlecht 


2. Bei durchgehender Erhitzung. 
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Hochstgewicht 
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Versuchsdauer in Tagen 


Praparat 24/9,39 


50 
50 





255 275 167 
293 300 228 
340 367 260 
360 370 266 
245 274 180 
241 274 177 
237 245 127 
245 271 174 
253 253 156 
310 368 368 





21 
24 
24 
25 
21 
25 
21 
25 
22 
32 


iner Stickstoffatmosphiare. 
4, Bei Atmospharendruck. 


Praparat 72/5,68 


50 

50 

50 
200 
200 
200 
500 
500 
500 
1 mg 
1 mg 
2 mg 
2 mg 
2 mg 
500 Z 


Praparat 48/10,9 


50 

50 

50 
200 
200 
200 
500 
500 
500 
500 Z 








333/333 173 
347 350 213 
363 363 200 
266 310,249 
348 348 183 
377 377 204 
247 247 164 
243 270 124 
255 270,194 
305 326 236 
266 266 180 
300 340 210 
265 265 195 
232 242 136 
324 392 392 


345 345 250 
349 349 192 
323 323 220 
355 355 232 
316 338 258 
329 329 270 
332 358 290 
360 375 270 
313 315 180 
360 408 408 
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940 Johannes Briiggemann, Entmethylierung des Narkotins u. Vitamin C. 


In der Tabelle bedeuten: +++-+ schweren bis sehr schweren 
Skorbut, +++ mittelstarken, ++ ma&Bigen, + schwachen, beginnenden 
Skorbut, 1 Minuszeichen gibt Skorbutfreiheit an. X zeigt an, daBb das 
betreffende Tier gestorben ist. Alle anderen obduzierten Tiere muBten 
getétet werden. 


immer wechselnde, meist aber starke Rosenkranzbildung an der 
Knorpelknochengrenze der Rippen beobachtet werden. 

Um den Nachweis zu fiihren, dafi die Tiere auch an den 
Folgen des Vitamin-C-Mangels und nicht durch toxische Wirkungen 
der verabreichten Priiparate verendet waren, wurde je einem Tier, 
das in jedem Falle 500 y jeder Substanz erhielt, auBerdem noch 
als Zulage 2 ccm decitrierter Citronensaft tiiglich gegeben. Diese 
als Kontrolltiere zu bewertenden Meerschweinchen zeigten nach 
anfiinglichem Gewichtsabfall starke Zunahme und normale Ent- 
wicklung. Am Ende des Versuches, der meist etwas liinger durch- 
gefiihrt wurde, als das letzte Tier der gleichen Gruppe am Leben 
blieb, waren diese Meerschweinchen gesunde, keine Skorbutsym- 
ptome zeigende Tiere. 

Ks wurden im ganzen 115 Meerschweinchen in die Versuche 
genommen, von denen 105 Tiere als Zulagen nur die Entmethy- 
lierungsproduckte, 10 Tiere obendrein noch Citronensaft erhielten. 
Von diesen 105 Meerschweinchen, die alle obduziert wurden, 
hatten 99 Tiere leichten bis sehr schweren Skorbut. 6 Tiere waren 
friihzeitig (vgl. 0.) gestorben. Der Verlauf der Tierversuche ist aus 
Tabelle IL zu entnehmen. 

Aus den Zahlen der Kérpergewichte jedes einzelnen Tieres, 
aus dem Skorbutgrad, sowie aus den hier nicht verdéffentlichten 
Gewichtskurven der Tiere geht eindeutig hervor, daB keines 
der gepriiften Priiparate, gleichgiiltig, in welcher Dose 
es verabreicht wurde, antiskorbutisch wirksam war. 

Unsere Ergebnisse vermégen somit eine Bestitigung der 
Befunde yon Rygh nicht zu erbringen. 








